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1 Einleitung

1.1 lonenkanale

Die Untersuchung der Bedeutung der Elektrizitdt in biologischen Systemen begann mit den
Versuchen von Galvani und Volta, die in der zweiten Halfte des 18. Jahrhunderts zeigten, das
man Froschschenkel mit Hilfe statischer Elektrizitdat zur Kontraktion bringen kann. Wéahrend
des 19. Jahrhunderts verhinderte die geringe zeitliche Auflésung der zur Verfiigung stehenden
Drehspulen-Galvanometer die Messung der in tierischen Geweben auftretenden Strome. Erst
die Entwicklung von Oszilloskopen mit Kathodenstrahlrohren und von empfindlichen Ver-
starkern auf Basis von Elektronenrohren in den 20er Jahren des 20. Jahrhunderts schaffte die
Vorraussetzung, die Strome einzelner Zellen zu messen (Ubersicht in Aidley und Stanfield,
1996). Dies gelang 1939 erstmals Huxley und Hodgkin (Hodgkin und Huxley, 1939), sowie
Curtis und Cole (Curtis und Cole, 1942) an den Riesenaxonen des Tintenfisches. Mit Hilfe der
Spannungsklemme (Voltage-clamp) und unter Verwendung der 1949 eingefiihrten intrazellula-
ren Glasmikroelektrode konnten Hodgkin und Huxley (1952) am Riesenaxon des Tintenfisches
die am Aktionspotential beteiligten makroskopischen Stréme messen. Aufgrund von Fluktua-
tionsanalysen der Strome sowie Versuchen mit Ionophoren in kiinstlichen Lipid-Membranen
wurde die Hypothese formuliert, dafl diese Ionen durch Proteinporen in der Plasmamem-
bran diffundieren. Mit der von ihnen entwickelten Patch-clamp-Methode gelang es Neher
und Sakmann (1976) das erste Mal, den Strom durch einzelne Acetylcholin(ACh)-aktivierte
Tonenkanale im Froschmuskel direkt zu messen.

Die Empfindlichkeit der verwendeten Mefimethoden beschrankte ihre Anwendung zunéchst
auf wenige Modellsysteme, in der Regel elektrisch erregbarer Zellen, wie das Riesenaxon des
Tintenfisches oder die motorische Endplatte im Froschmuskel. Erst die Entwicklung empfind-
licher fluorimetrischer Methoden zur Bestimmung intrazellulédrer Ionen (Tsien et al., 1982)
und der Gigaseal-Patch-clamp-Methode (Hamill et al., 1981) erlaubten auch, sehr viel kleinere
Strome, sowie Verdnderungen des Potentials und der lonenkonzentrationen in nicht-erregbaren
Zellen zu untersuchen.

Tonenkanile sind neben membranstédndigen Rezeptoren besonders geeignete Ziele fiir Phar-
maka. Anders als bei Modulatoren intrazelluldrer Enzyme muf3 das Pharmakon die Zellmem-
bran nicht durchqueren, wenn es an die extrazelluliare Seite des Kanals bindet. Modulatoren
von Ionenkanélen erregbarer Zellen sind als therapeutisch eingesetzte Pharmaka bereits sehr

erfolgreich. Calcium-Kanal-Inhibitoren als Antihypertensiva, Anxiolytika, die den CI~-Strom
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in Neuronen verstirken und K+-Kanal-Blocker, die zu Insulin-Freisetzung beitragen sind nur
einige Beispiele fiir erfolgreich zur Therapie eingesetzte Ionenkanalmodulatoren.

Die Entdeckung, dafl Ionenkanéle auch in Signaltransduktion und Funktion nicht-erregbarer
Zellen eine entscheidende Rolle spielen, hat dazu gefiihrt, dal Modulatoren von Ionenkanélen
nicht nur fiir klassische Felder wie Herz-Kreislauferkrankungen und zentrales Nervensystem
in Betracht gezogen werden, sondern, dafl auch nach Anwendungen in der Modulation des
Immunsystems und zur Therapie von Krebs und anderen Erkrankungen gesucht wird (Xie
et al., 2004; Li et al., 2004).

1.2 Bedeutung von lonenkanalen in elektrisch nicht-erregbaren
Zellen

Ein wesentliches Merkmal elektrisch erregbarer Zellen ist ihre Fahigkeit bei elektrischer Stimu-
lation, d.h. lokaler Depolarisation der Plasmamembran, mit einer ausgepréagten elektrischen
Antwort zu reagieren. Aufgrund der Expression von spannungsabhéngigen Ionenkanélen brei-
tet sich diese in einer Art Welle iiber die gesamte Zelle aus und miindet letztlich in der
Aktivierung von spannungsabhingigen Ca?t-Kanilen und damit im Einstrom von Ca?* in
die Zelle. Der Anstieg in der cytosolischen Ca?t-Konzentration vermittelt dann die Effekte
des elektrischen Signals auf die Zelle, in dem es direkt oder indirekt Enzymaktivitdten modu-
liert, die Genexpression verandert, Vesikeltransport und -fusion induziert oder Zellmotilitét
und Cytoskelett beeinfluft (Berridge et al., 2000).

Das wesentliche Unterscheidungsmerkmal von elektrisch nicht-erregbaren gegeniiber elek-
trisch erregbaren Zellen ist das Fehlen spannungsabhingiger Ca?t-Kanile (Barritt, 1999).
Eine Depolarisation der Membran elektrisch nicht-erregbarer Zellen fithrt somit nicht zu einer
Erhohung der cytoplasmatischen Ca’t-Konzentration. Da praktisch jeder zelluldre Vorgang
auf direkte oder indirekte Weise durch Ca?* moduliert wird, nutzen jedoch auch elektrisch
nicht-erregbare Zellen die Verinderung der cytoplasmatischen Ca?t-Konzentration fiir ihre
Signaltransduktion (Berridge, 1993). Die stimulationsabhéngige Verdnderung der cytoplas-
matischen, freien Ca?t-Konzentration erfolgt in nicht-erregbaren Zelen jedoch nicht durch
Offnung spannungsabhiingiger Ca2*-Kanile.

In nicht-erregbaren Zellen fiihrt Stimulation, z.B. mit einem Hormon oder Wachstumsfak-
tor, zur Aktivierung einer Vielzahl unterschiedlicher Signaltransduktionswege (Ubersicht in
Gomperts et al., 2003). U.a. wird das Enzym Phospholipase C aktiviert, das das Membranli-
pid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu Inositol-1,4,5-trisphosphat (Ins-1,4,5-P3)
und Diacylglycerol (DAG) spaltet (Kirk et al., 1981). Wahrend der Lipidrest Diacylglycerol
in der Membran bleibt und an der Aktivierung der Proteinkinase C beteiligt ist (Kishimo-
to et al., 1980), gelangt wasserlosliches Ins-1,4,5-P3 durch Diffusion im Cytosol zu seinem

tetrameren Rezeptor in der Membran des endoplasmatischen Retikulums (Furuichi et al.,
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1989; Yamamoto et al., 1991). Dieser Rezeptor ist gleichzeitig ein Ionenkanal, der bei Bin-
dung von Ins-1,4,5-P3 die Freisetzung von Ca?* aus dem ER vermittelt (Streb et al., 1983).
Die Freisetzung des Ca?" aus dem ER erfolgt entlang eines Konzentrationsgradienten. Ca?-
ATPasen des SR/ER (SERCA) sorgen im unstimulierten Zustand fiir eine im Vergleich zum
Cytoplasma hohe intraluminale Ca?*-Konzentration im ER (MacLennan et al., 1985).

Der Ryanodin-Rezeptor, ein weiterer lonenkanal in intrazelluldren Speichern, wird in einem
als CICR (Calcium induced Calcium release) bezeichneten Prozess durch die Erhéhung der
cytoplasmatischen Ca?T-Konzentration aktiviert und mediiert ebenfalls die Freisetzung von
Ca?* aus dem Endomembran-System der Zelle (Rich und Langer, 1975; Pessah et al., 1985).
Die Freisetzung von Ca®* iiber den Ryanodin-Rezeptor wird durch die Nukleotid-Botenstoffe
cADPR (Galione et al., 1991; Meszaros et al., 1993) und NAADP (Hohenegger et al., 2002;
Langhorst et al., 2004; Dammermann und Guse, 2005) induziert bzw. moduliert. Eine Betei-
ligung der Ektoenzyme CD38 (Lee und Aarhus, 1991) und CD157 (Adebanjo et al., 2000),
den einzigen bekannten Enzymen mit ADP-Ribosylcyclase-Aktivitdat in Wirbeltieren, an der
Bildung dieser Botenstoffe wird diskutiert. Das sogenannte topologische Paradoxon, dafl das
aktive Zentrum dieser Enzyme und damit der putative Bildungsort der Botenstoffe auf der
Auflenseite der Membran liegt, wihrend der Wirkort sich in der Zelle befindet (De Flora et al.,
1997), 148t vermuten, daf es weitere, cytosolische Enzyme gibt. Auf welchem Wege cADPR
und NAADP gebildet bzw. metabolisiert werden, ist trotz intensiver Bemiihungen bis heute

nicht endgiiltig geklart.

1.2.1 Ca?"-Freisetzung und Ca?"-Einstrom

Die Menge an Ca?* in den intrazelluliren Speichern ist limitiert (Meldolesi und Pozzan,
1998). Verfolgt man die Verdinderung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration mit dem fluo-
rimetrischen Ca?*-Indikator Fura-2, so fithrt die Ca’?t-Freisetzung aus dem ER in Abwe-
senheit von extrazellulirem Ca?* zu einem transienten Ca?*-Signal. Das freigesetzte Ca®t
wird rasch wieder in zellulire Kompartimente aufgenommen und die cytoplasmatische Ca?*-
Konzentration geht auf den Ruhewert zurtick. Im Gegensatz dazu kommt es in Gegenwart von
extrazellulirem Ca?t bei vielen Zelltypen zu einem biphasischen Signal mit einem initialen
Peak, gefolgt von einem Plateau erhéhter Ca?t-Konzentration, das solange bestehen bleibt,
wie der Stimulus préasent ist. Die zweite Phase des Signals ist durch Freisetzung aus intra-
zelluldren Speichern allein nicht zu erkliaren (Ubersicht in Putney und Ribeiro, 2000). Dies
fiihrte zur Hypothese des kapazitativen Ca?*-Einstroms (CCE): die Verringerung der lumi-
nalen Ca?*-Konzentration intrazelluliirer Speicher fithrt zur Aktivierung von Ca’t-Kanélen
in der Membran (Putney, 1986). Die Hypothese konnten Takemura et al. (1989) bestétigen,
in dem sie zeigten, dafl pharmakologische Inhibition der SERCA mit Thapsigargin zu passiver
Depletion der Ca?T-Speicher fithrt und dadurch einen Ca?*-Einstrom aktiviert.

Neben einem elektrophysiologisch gut charakterisierten, einwéartsgleichrichtenden Strom mit
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hoher Ca?*-Selektivitiit (Icrac) in einer Mastzellinie (Hoth und Penner, 1992) und in Jurkat
T-Lymphozyten (Zweifach und Lewis, 1993) wurden auch Speicher-abhéngige Kanéle/Strome
mit geringerer Selektivitit fiir Ca?t beschrieben, die zusammengefasst als 'Store operated
channels / currents’ (SOC) bezeichnet werden. Die molekulare Basis dieses Phénomens ist bis
heute ungeklart. Trotz verschiedener Kandidaten ist der bzw. sind die beteiligten Ionenkanale
nicht identifiziert. Genauso unklar ist der Mechanismus ihrer Aktivierung (Ubersicht in Penner
und Fleig, 2004; Parekh und Putney, 2005).

1.2.2 Modulation des Ca?**-Einstroms

Der elektrochemische Antrieb, der neben der Leitfihigkeit (Gesamtheit der Ca?*-permeablen
Kanile in der Membran der Zelle) die Hohe des Ca?*-Stroms bestimmt, hiingt (i) vom Kon-
zentrationsgradienten und (ii) vom Membranpotential ab. Damit bestimmt das Membran-
potential entscheidend, wieviel Ca?Tdurch die gedffneten Kanile in die Zelle gelangt. Dar-
iiber hinaus fiihrt die Ladungstrennung bei fortgesetztem Ca?*-Einstrom ohne Ausgleich zur
Depolarisation der Membran. Der elektrochemische Antrieb fiir Ca?T nimmt aufgrund der
Depolarisation ab und der Transport von Ca?Taus der Zelle wird erleichtert.

Verinderungen des Membranpotentials sind also ein Weg der Zelle den Ca’*-Einstrom zu
modulieren. Besonders intensiv untersucht wurden diese komplexen Regulationsmechanismen
an Lymphozyten (Ubersicht in Krasznai, 2005), bei denen u.a. Ca?*-aktivierte K*-Kanile
(Fanger et al., 2001) und spannungsabhingige K*-Kanéle (Ky-Kanile, Wulff et al., 2003) an
der Kompensation der mit dem Ca?*-Einstrom verbundenen Depolarisation beteiligt sind.
Der Ausstrom von KT durch diese Kanile repolarisiert die Membran und ist damit Vorraus-
setzung fiir die in Lymphozyten fiir die Proliferation notwendige, langanhaltende Erhéhung

der cytoplasmatischen Ca?T-Konzentration.

1.3 Die Superfamilie der TRP-Kanale

1.3.1 Entdeckung

Im Gegensatz zur Sehkaskade der Wirbeltiere, bei dem Transducin eine cGMP-spezifische
Phosphodiesterase aktiviert, ist das Zielproteine fiir das lichtaktiviertes Rhodopsin stimu-
lierte G-Protein in Wirbellosen eine Phospholipase C3 (NorpA, Bloomquist et al., 1988).
Waiéhrend in den Stébchen des Wirbeltierauges die Abnahme der cGMP-Konzentration nach
Belichtung dazu fiihrt, da ein im Dunkeln offener CNG-Kanal (’cyclic nucleotide gated’,
Dunkelstrom) schlieit, und die Membran hyperpolarisiert, fithrt Belichtung im Komplexauge
zur Offnung eines Kanals und damit zur Depolarisation der Membran (Hardie und Raghu,
2001). Das Komplexauge der Drosophila Mutante trp ist im Gegensatz zum Wildtyp nicht
in der Lage bei Belichtung ein dauerhaftes Signal zu generieren. Das Rezeptorpotential ist

transient, folglich die Bezeichnung ’transient receptor potential’ (Cosens und Manning, 1969).
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Die trp-defizienten Fliegen werden durch intensives Licht geblendet, da der langanhaltende
Ca’T-Einstrom und damit die Adaptation ausbleiben. Obwohl diese Mutante bereits seit 1969
bekannt ist, wurde das Gen erst 1989 von Montell und Rubin kloniert (Montell und Rubin,
1989). Das von trp kodierte Protein weist acht hydrophobe Segmente auf. Hardie und Minke
(1992) haben gezeigt, daf} es sich bei Trp um einen (indirekt) durch Licht aktivierten Ca?*-
permeablen Ionenkanal handelt. Unabhingig davon wurde ein CaM-bindendes Protein aus
dem Kopf-Bereich von Drosophila isoliert (Trp-like = Trpl), das eine hohe Homologie zu Trp
aufwies und bei dem es sich ebenfalls um einen Ionenkanal handelt (Phillips et al., 1992). Im
Gegensatz zu Trp handelt es sich bei Trpl um einen nicht-selektiven Kationenkanal. Wahrend
Trp fiir die langanhaltende Depolarisation bei Dauerbelichtung verantwortlich ist, vermittelt
Trpl die initiale Depolarisation, die im Elektroretinogramm der trp-Mutante beobachtet wer-
den kann. Die Doppelmutation trp und trpl zeigt keine elektrische Antwort auf Belichtung
mehr (Niemeyer et al., 1996). Sowohl Trp als auch Trpl sind homolog zu spannungsabhéngi-
gen Nat- und Ca?t-Kanilen, ihnen fehlt jedoch die fiir die Spannungsregulation notwendigen

positiv geladenen Aminosauren in der Transmembranhelix S4.

10 PAM units TRPC3
—— —|
TRPCT

TRPC6
TRPC5

TRPC1

TRPC2

TRPV1
TRPV2

TRPV4
TRPV6
TRPV5

TRPM2

TRPMS8

TRPMS
TRPM4

TRPM3

TRPM1
TRPM6

_l
—1 TRPM7

Abbildung 1.1: Phylogenetische Verwandschaft der Mitglieder der drei Hauptfamilien
der Superfamilie der TRP-Kanéile. Der Abstand zu den Verzweigungspunkten gibt den Grad der

evolutionéren Verwandschaft an. Verdndert nach Clapham et al. (2001).
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1.3.2 TRP-Kanale als Kandidaten fiir SOC

Seit der Entdeckung, dafi der rekombinant in Sf9-Zellen (Vaca et al., 1994) oder in Xeno-
pus Oozyten (Petersen et al., 1995) exprimierte Trp-Kanal durch Thapsigargin aktivierbar
ist, gelten Trp-Kanile als Kandidaten fiir die Rolle des durch Depletion der Ca?*-Speicher
gesteuerten Kanals (SOC). Insbesondere hat diese Entdeckung die Suche nach Wirbeltier-
Orthologen stimuliert. Mittlerweile sind 28 Mitglieder der TRP-Superfamilie beschrieben wor-
den (Clapham et al., 2001). Diese wird nach neuer Nomenklatur der International Union of
Pharmacology (Clapham et al., 2003) in drei Hauptfamilien unterteilt: die Familie der klas-
sischen TRP-Kanile (TRPC), die Familie der Vanilloid-Rezeptor-verwandten TRP-Kanéle
(TRPV) und die Familie der Melastatin-verwandten TRP-Kanéle (TRPM). Neben diesen
Hauptfamilien gibt es noch drei weitere: die Familie der Mucolipine (TRPML), die Famlie
der Polycystine (TRPP) und ANKTM-1 (TRPA).

1.4 Die Familie der Melastatin-verwandten TRP-Kanadle (TRPM)

Die Familie der Melastatin-verwandten TRP-Kanéle umfasst mittlerweile acht Mitglieder,
die aufgrund ihrer Homologie in vier Subfamilien unterteilt werden kénnen. Aufgrund im
Vergleich zu den anderen TRP-Kanal-Familien langer N- und C-Termini wurden die TRPM-
Kanéle vor der Reform der Nomenklatur auch als LTRPC (long TRP channels) bezeichnet.
An den N-Terminus schliefit sich ein zentraler Bereich mit sechs Transmembran-Domé&nen (S1-
S6) und einer hydrophoben Schlaufe zwischen den Transmembranhelices S5 und S6 an, die
die Pore bildet. Auf diesen Bereich folgt ein Bereich mit Coiled-Coil-Struktur und ein langer
C-Terminus, der an der Aktivierung beteiligt zu sein scheint (Fleig und Penner, 2004b,a;
Harteneck, 2005; Kraft und Harteneck, 2005).

Die einzelnen Mitglieder der TRPM-Familie unterscheiden sich deutlich hinsichtlich ihrer
Ionenselektivitdt und ihres Aktivierungsmodus. Der namensgebende TRPM1 (Melastatin),
der als Tumorsupressor wirkt und in metastasierenden Melanomen herunterreguliert ist, ist
bislang kaum charakterisiert (Xu et al., 2001). Das am besten charakterisierte Mitglied der
Familie ist TRPMS, der Rezeptor fiir Menthol, der auch in Zusammenhang mit der Empfin-
dung von Kalte gebracht wird (McKemy et al., 2002). TRPM6 und TRPM?7, die aufgrund
ihrer Proteinkinase-Doméne auch als ’Channel-Kinasen’ bezeichnet werden, sind an der zellu-
liren Mg?"-Homeostase beteiligt (Chubanov et al., 2005; Schmitz et al., 2003). TRPM3 wird
durch osmotischen Stress und Sphingosin aktiviert (Grimm et al., 2003, 2005)

1.4.1 TRPM2

TRPM2 weist im C-Terminus eine Doméne mit Homologie zu NUDT?9, einer 350 Aminoséuren
langen, mitochondrialen ADPR-Pyrophosphatase, auf (Perraud et al., 2001). Die TRPM-
Kanéle TRPM6, TRPM7 und TRPM2 werden ihrer Enzym-Doménen wegen als Chanzymes
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('Channel’ 4 "Enzymes’) bezeichnet (Montell, 2003; Scharenberg, 2005). Im Gegensatz zu
NUDT9 besitzt TRPM2 jedoch nur geringe ADPR-Pyrophosphatase-Aktivitat.

Die Expression endogener TRPM2-Transkripte kann in vielen Geweben und Zellinien nach-
gewiesen werden. Analyse mittels RT-PCR ergab, daf} es sich bei TRPM2 um den in peri-
phéarem Blut und in Zellinien leukozytaren Ursprungs am hochsten exprimierten Kanal der
TRPM-Familie handelt (Sano et al., 2001; Heiner et al., 2003).

Die Patch-clamp-Analyse TRPM2 iiberexprimierender HEK-293-Zellen hat gezeigt, dafl es
sich bei TRPM2 um einen nicht-selektiven, Ca?T-permeablen Kationenkanal handelt, des-
sen Offenwahrscheinlichkeit durch freie ADP-Ribose beeinflufft wird (EC50= 90 uM, ohne
freies Cat, Perraud et al. (2001)). In U937-Zellen, in denen die endogene Expression von
TRPM2 mittels RT-PCR nachgewiesen wurde, aktiviert die Infusion von ADPR iiber die
Patch-Pipette grofle Kationenstrome, die denen TRPM2-iiberexprimierender Zellen dhneln
(Sano et al., 2001). Sano et al. (2001) konnten zeigen, dafl neben ADPR auch 8-NAD, wenn-
gleich mit langsamerer Kinetik, TRPM2 aktivieren kann. Ob -NAD dabei zu ADPR meta-
bolisiert wird, oder es sich um eine direkte Wirkung von S-NAD auf TRPM2 handelt, wird
kontrovers diskutiert. Die Sensitivitdt von TRPM2 gegeniiber ADPR wird durch die freie cy-
toplasmatische Ca?*-Konzentration reguliert, so dafl bei hohen Ca?T-Konzentrationen nur ein
geringer Anstieg der ADPR-Konzentration zur Aktivierung von TRPM2 nétig ist (McHugh
et al., 2003). Da TRPM2 selbst zur Erhéhung der Ca?*-Konzentration beitriigt, handelt es
sich bei dieser Regulation um eine positive Riickkopplungschleife.

TRPM2 wird durch mikromolare Mengen an Wasserstoffperoxid und durch andere Reagen-
zien, die reaktive Sauerstoff-(ROS) oder Stickstoffspezies (RNS) bilden, aktiviert (Hara et al.,
2002). Ob es sich dabei um eine direkte Modifikation des Kanals durch diese Reagenzien oder
um einen durch ADPR/S—NAD vermittelten Effekt handelt ist unklar. Fiir eine Beteiligung
von 3-NAD spricht, dafl das NAD/NADH-Verhéltnis bei oxidativem Stress zunimmt und,
dal TRPM2-Aktiverung durch ROS nur in Patch-Konfigurationen beobachtet werden konn-
te, die die zelluldre Integritdt weitgehend bewahren (Hara et al., 2002). Die Isolierung einer
TRPM2-Splicevariante, der die C-terminale ADPR-Bindungstelle fehlt und die bei Expressi-
on in HEK-293-Zellen zwar noch durch Wasserstoffperoxid, nicht jedoch durch Infusion von
ADPR aktiviert werden konnte, spricht hingegen gegen eine Beteiligung von G-NAD oder
ADPR (Wehage et al., 2002).

Kolisek et al. (2005) haben gezeigt, dal neben ADPR auch die zyklische Verbindung
cADPR TRPM2 zu aktivieren vermag. Wéahrend die durch cADPR- und Wasserstoffperoxid-
vermittelte Aktivierung durch 8-Br-cADPR inhibiert werden kann, inhibiert 8-Br-cADPR
die Aktivierung von TRPM2 durch ADPR nicht (Kolisek et al., 2005). Da auch die zellulare
cADPR-Konzentration nach Behandlung von Zellen mit ROS zunimmt (Okabe et al., 2000;
Xie et al., 2003), ist es moglich, dal die von Wehage et al. (2002) beobachtete Aktivierung
der A27-Splicevariante auf die Wirkung von cADPR zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 1.2: Struktur des TRPM2-Agonisten und maéglichen sekundiren Botenstoffs
Adenosindiphosphoribose (ADPR). ADPR wird durch Hyrdolyse der N-glykosidischen Bindung
zwischen Nicotinamid und Ribose aus -NAD gebildet.

Die Regulation von TRPM2 durch ADPR legt die Vermutung nahe, daf} es sich bei ADPR
um einen sekundéren Botenstoff handelt, dessen Bildung und Metabolisierung an der Regu-
lation des Ca?*-Einstroms in TRPM2 exprimierenden Zellen beteiligt ist. Erster Schritt zum
Test dieser Hypothese ist, zu bestimmen, ob die zellulaire ADPR-Konzentration sich unter
Bedingungen veréndert, die zu einer Aktivierung von TRPM2 fiihren. Eine geeignete HPLC-
Methodik zur Bestimmung zelluldrer ADPR-Konzentrationen ist bereits verflighar (Gasser
und Guse, 2005). Dariiber hinaus ist die Etablierung von Pharmaka zur Interferenz mit die-
sem Signalsystem notwendig. Dieser Pharmaka miissen hinsichtlich ihrer Spezifitdt untersucht
werden. Mit diese Substanzen kann dann, in Ergdnzung molekulargenetischer Methoden, die
Beteiligung eines moglichen ADPR/TRPM2-Systems an physiologischen Prozessen untersucht

werden.

1.4.2 TRPM4

Eine als FL.J20041 bezeichnete TRPM4-cDNA wurde 2001 im Rahmen des japanischen cDNA-
Sequenzierungsprojekts NEDO aus Gewebe kloniert (Genbank gi:7019878, Yudate et al.,
2001). Das langste offene Leseraster dieser cDNA kodierte fiir ein Protein mit 30-40 % Ho-
mologie zur TRPM-Familie. Mittels Durchmusterung von cDNA-Banken aus Placenta, Hirn
und Hoden mit einem TRPM1-homologen EST-Klon gelang Xu et al. (2001) die Klonierung
einer 4.0 kb langen cDNA mit einem offenen Leseraster von 1040 Aminoséuren. Launay et al.
(2002) haben kurz darauf mit einem TRPM2-EST aus cDNA-Banken aus Milz, einer Prostata-
Adenokarzinoma-Linie und foetaler Niere eine 4.1 kb-grofle ¢cDNA isoliert, die ein offenes
Leseraster mit 1214 Aminosduren aufweist. Die beiden Transkripte sind alternative Splice-
produkte des humanen TRPM4-Gens, das auf Chromosome 19q13.32 liegt (Xu et al., 2001),

Zwei menschliche Erbkrankheiten sind an diesen Lokus gekoppelt : orofacial cleft-3 (Stein
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et al., 1995) und autosomal dominant spastic paraplegia (Reid et al., 2000). Das kiirzere
Transkript, das fir TRPM4a kodiert, entsteht durch Initiation der Transkription an einer al-
ternativen Start-Stelle und Deletion des dritten und vierten Exons aus dem Priméartranskript
durch Splicing. Als Folge davon liegt im TRPM4a-Transkript das erste im Leseraster befind-
liche Startcodon im Exon 5 und TRPM4a ist um 174 aminoterminale Aminoséduren gegeniiber
TRPM4b, dem Produkt des langeren Transkripts, verkiirzt.

Northern-Blot-Analyse zeigt die Expression von TRPM4-Transkripten in allen bislang un-
tersuchten Zellinien, sowie in den meisten adulten Geweben, mit der héchsten Expression in
Herz, Prostata und Colon (Xu et al., 2001; Launay et al., 2002; Nilius et al., 2003). Primére
Leukozyten exprimieren im Gegensatz zu entsprechenden Zellinien (Ramos, Jurkat, U937 und
Ku812) kein TRPM4-Transkript (Xu et al., 2001; Nilius et al., 2003). Zusétzlich zu den beiden
etwa 4 kb langen Transkripten konnte ein Hoden-spezifisches, kurzes Transkript von 2.4 kb
nachgewiesenen werden (Xu et al., 2001). Mit einem polyklonalen Kaninchen-Antikorper ge-
gen ein Peptid aus TRPM4 gelang Launay et al. (2004) der Nachweis der endogenen Ex-
pression des Proteins in der Zellinie HEK-293 und den menschlichen T-Zellinien Molt-4 und
Jurkat.

1.4.2.1 TRPM4a

Ca?*-Imaging von HEK-293-Zellen mit transienter TRPM4a-Uberexpression, zeigt eine er-
héhte Ca?t-Konzentration im unstimulierten Zustand; Entzug des extrazelluliren Ca?* fiihrt
zu einer schnellen Abnahme der intrazelluldren Ca?t-Konzentration, die bei erneuter Zugabe
von Ca?" iiber den Basalwert anstieg. Die Lanthanoide La*T oder Gd3* (80 zM) inhibieren
den Ca?*-Einstrom (Xu et al., 2001). Xu und Mitarbeiter schlossen daraus, daf} es sich bei
TRPM4a um einen konstitutiv offenen Ca?*-Kanal handelt, der in Analogie zu TRPM1 durch
Interaktion mit einer nicht membranstandigen, verkiirzten Form reguliert wird, die den Kanal
in der Zelle retardiert (Xu et al., 2001). Anders als fiir TRPM4b konnten fiir TRPM4a in
iiberexprimierenden HEK-293-Zellen im 'whole cell’-Experiment keine Histamin-aktivierten

Strome gemessen werden (Hofmann et al., 2003).

1.4.2.2 TRPM4b

Obwohl sich TRPM4a und TRPM4b in ihrer Poren-Region nicht unterscheiden ist die langere
Form TRPM4b nicht permabel fiir Ca?*. TRPM4b ist ein unspezifischer Kationenkanal, der
Nat , Kt und Cs* jedoch kein Ca®*t leitet und eine Einzelkanal-Leitfahigkeit von 25pS
aufweist. Patch-clamp-Experimente mit TRPM4b iiberexprimierenden HEK-293-Zellen im
‘whole cell’-Modus haben gezeigt, das TRPM4b nicht konstitutiv geoffnet ist, sondern durch
Ca?t aktiviert wird. TRPM4b ist damit der erste TRP-Kanal fiir den eine direkte Regu-
lation durch Ca?* beschrieben wurde. Indirekte Mechanismen der Aktivierung durch Ca?*-

abhangige Signalwege konnten in zellfreien exzidierten ’inside-out’-Patch-clamp-Experimenten
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ausgeschlossen werden (Launay et al., 2002). Die Wirkung von Ca?" auf TRPM4b wird
durch Calmodulin vermittelt. TRPM4b besitzt fiinf Calmodulin-Bindungsstellen. Deletion
jeder einzelnen von drei C-terminalen CaM-Bindungstellen fiihrt zu einer starken Vermin-
derung der Ca?*-Sensitivitit (Nilius et al., 2005a). Unterschiedliche Labors verdffentlichten
unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen fiir die Aktivierung durch Ca?*. Wihrend von
Launay et al. (2002) eine EC5y von 400nM mit einer Sattigung bei 1 uM bestimmt wurde
(spéter korrigiert: EC50=880nM, Prawitt et al. (2003)), konnten Nilius et al. (2003) keine
Sittigung beobachten, der Strom nahm auch bei 5mM Ca?* immer noch zu. Wihrend Lau-
nay et al. (2002) zunéchst eine langsame, langanhaltende Aktivierung von TRPM4b durch
Ca%* beschrieben haben, konnten Nilius et al. (2003) zeigen, dal Ca?" TRPM4b nicht nur
aktiviert, sondern eine hohe Ca?t-Konzentration auf der cytoplasmatischen Seite zu Desen-
sitivierung fiihrt. Die Folge ist eine transiente Aktivierung von TRPM4b bei hohen Ca?*-
Konzentrationen.

ATP, ADP, AMP, AMP-PNP (nicht-hydrolysierbare ATP-analoge Verbindung) und Ade-
nosin inhibieren im exzidierten ’inside-out’-Patch TRPM4b schnell und reversibel, andere
Nukleotide, wie GTP, CTP und UTP haben hingegen keine Wirkung. Der Block durch ATP
wird durch Mg?* in der Badlésung nicht beeinfluBt. Die IC5q fiir ATP*~ und ADP liegt bei
2 M (Nilius et al., 2004b). Diesen Beobachtungen im zellfreien System stehen Messungen
im ’whole cell’-Mode gegeniiber, bei denen TRPM4b in Gegenwart von freien, cytosolischen
ATP-Konzentrationen von iiber 100 uM aktiviert werden kann. Diese paradoxe Wirkung von
ATP kann nur erklart werden, wenn man annimmt, dafl ATP sowohl aktivierend als auch
inhibierend auf TRPM4b wirkt (Nilius et al., 2005a).

Spermin, ein Polyamin, blockiert die Pore von TRPM4b durch Interaktion mit Glu- und
Asp-Resten, die die Pore flankieren. Die IC5 betriagt 60 M (Nilius et al., 2004b).

PKC-Phosphorylierung an den Ser-Resten 1145 und 1152 senkt den ECsyq fiir die Aktivie-
rung durch Ca?* von 15 uM auf 4 yM (Nilius et al., 2005a). Ein sensitivierender Effekt der
PKC-Aktivierung auf endogene, TRPM4b-ahnliche Strome ist durch Guinamard et al. (2004)
beschrieben worden.

Launay et al. (2002) schlagen auf Basis ihrer Ergebnisse ein Modell vor in dem TRPM4b
Teil eines regulatorischen Systems ist, das den Ca?*-Einstrom iiber die Plamamembran kon-
trolliert. In nicht erregbaren Zellen kommt es in Folge Rezeptor-vermittelter Ca?t-Freisetzung
zum Einstrom von Ca?* durch SOC. Die Erhohung der cytoplasmatischen Ca?*-Konzentration
aktiviert TRPM4b. Die durch TRPM4b hervorgerufene Depolarisation der Plasmamembran

setzt den elektrochemischen Antrieb fiir Ca?* herab und begrenzt damit den Ca?*-Einstrom.

1.4.2.3 Spannungsabhangigkeit von TRPM4b

Kennzeichnen spannungsabhéngiger Ionenkanéle ist eine positive Ladung in der Transmem-

branhelix S4, die als Spannungssensor fungiert. Da TRP-Kanélen diese positive Ladung in
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S4 fehlt, wurde lange Zeit angenommen, dafl TRP-Kanéle nicht spannungsabhéngig sind.
TRPM4b ist jedoch der erste TRP-Kanal, fiir den Spannungsabhangigkeit beschrieben wurde
(Nilius et al., 2003).

Die Strom-Spannungsbeziechung im Augenblick der Aktivierung, die man durch Bestim-
mung der ’tail’-Strome nach einem positiven Vorpuls erhélt, ist linear, wie bei einem nicht
selektiven Kationenkanal zu erwarten. Bei negativen Potentialen aktiviert und inaktiviert
TRPM4b sehr schnell, der Gleichgewichtsstrom ist entsprechend klein. Bei positiven Mem-
branpotentialen hingegen aktiviert TRPM4b dagegen langsam, bleibt aber langer ge6ffnet und
der Strom ist sehr viel grofler. Der Gleichgewichtsstrom zeigt somit aufgrund dieser Zeit- und
Spannungsabhéngigkeit eine ausgepragt auswérts gleichrichtende IV-Charakteristik (Nilius
et al., 2003).

Mittlerweile hat eine genauere Analyse ergeben, dafi nicht nur TRPM4b und TRPMS5,
sondern auch viele weitere TRP-Kanéle spannungsabhéngig sind. Der Aktivierungsbereich
liegt dabei in aller Regel aulerhalb des Bereichs physiologischer Membranpotentiale. Zu einer
Aktivierung durch Depolarisation allein, wie bei Ca?*-aktivierten K+-Kanilen z.B. BK¢,,
bei denen eine starke Depolarisation in Abwesenheit von Ca®t zur Aktivierung ausreicht,
kommt es daher nicht. Temperatur (wie im Falle TRPV1 oder TRPMS) oder verschiedene
Liganden (im Fall TRPV1, TRPMS8 oder TRPM4) aktivieren diese Kanéle, in dem sie die
Aktivierungskurve in den Bereich physiologischer Potentiale verschieben (Nilius et al., 2005b).

1.4.2.4 Vergleich von TRPM4b und TRPMb)

TRPM4b und TRPM5 sind stukturell eng verwandte Kandle (40% Sequenzidentitét auf
Aminosdureebene), mit dhnlichen Eigenschaften. TRPM5 wird in den Geschmacksrezepto-
ren hoch exprimiert und ist an der Geschmacksperzeption beteiligt (Zhang et al., 2003).
TRPMb5-Mutationen sind am Beckwith-Wiedemann-Syndrom beteiligt, einem Growuchssyn-
drom, das mit Fehlbildungen einhergeht und zu bestimmten Tumoren pradisponiert (Prawitt
et al., 2000). TRPMS5 ist sensitiver gegeniiber Ca?* als TRPM4b und die Dosiswirkungskurve
fiir die Aktivierung durch Ca?*t verliuft steiler (Hofmann et al., 2003). Bei beiden Kanilen
fiihrt die andauernde Erhéhung der cytoplasmatischen Ca?t-Konzentration zu einer Inakti-
vierung des Stroms. Wahrend TRPM4b nach einigen Minuten reaktiviert, tut TRPMb5 dies
nicht (Nilius et al., 2004a). Im Gegensatz zu TRPM4b wird TRPM5 nicht durch Adenin-
Nukleotide inhibiert. Die drei Walker B-Motive und das ATP-Transporter Signatur-Motiv
aus TRPM4b sind in TRPM5 nicht konserviert. Spermin inhibiert TRPM4b und TRPMb5
hingegen in vergleichbarer Art und Weise (Nilius et al., 2004a).

1.4.2.5 TRPM4b und TRPM5 als CAN-Kanile

Durch cytoplasmatisches Ca?* aktivierte, nicht-selektive Kationenstréme mit hoher Einzel-

kanalleitfihigkeit von etwa 20-35 pS wurden das erste Mal 1981 an kultivierten Herzzellen der




Einleitung 12

Ratte gemessen (Colquhoun et al., 1981). An Pankreas-Azinuszellen kann ein entsprechender
Strom durch Acetylcholin oder Cholecystokinin aktivert werden. Nach Exzision des Membran-
stiicks konnte im zellfreien System die direkte Aktivierung durch Ca?* gezeigt werden. Die
Eigenschaften von TRPM4b und TRPMS5 #hneln diesen sogenannten CAN (Ca?T activated
nonselective)-Kanélen, deren molekulare Identitéat jedoch bislang ungeklirt blieb (Petersen,
2002). Eine Spannungsabhéngigkeit der CAN-Kanéle ist nicht beschrieben, jedoch wurde in
den frithen Publikationen keine detailierte Analyse des IV-Zusammenhangs tiber weite Poten-
tialbereiche durchgefiihrt, so dafl die Spannungsabhéangigkeit moglicherweise nicht aufgefallen
ist (Hofmann et al., 2003).

1.4.2.6 Rolle von TRPM4b in elektrisch erregbaren Zellen

Aufgrund der Expression von spannungsabhingigen Ca?*-Kanilen hat die Expression von
TRPM4b und TRPM5 in elektrisch erregbaren Zellen andere Folgen als in nicht-erregbaren
Zellen. Eine Aktivierung von TRPM4b durch Anstieg der intrazelluliren Ca?*-Konzentration
fiithrt tiber die Depolarisation der Plasmamembran zur Aktivierung von spannungsabhingi-
gen Ca?t-Kanilen und damit zum weiteren Anstieg der Ca?*-Konzentration. In Glattmus-
kelzellen der Hirngefdfle konnten per Patch-clamp-Experiment CAN-Kanéle mit TRPM4b-
dhnlicher IV-Charakteristik und Einzelkanalleitfihigkeit nachgewiesen werden. Die Expres-
sion von TRPM4, nicht jedoch von TRPMb5 in isolierten Glattmuskelzellen konnte mittels
RT-PCR nachgewiesen werden. Durch Verminderung der Expression von TRPM4 mittels
Antisense konnten Earley et al. (2004) zeigen, dal TRPM4 an der druck-induzierten Depola-
risation und der myogenen Konstriktion der Aterien beteiligt ist.

Guinamard et al. (2004) haben einen Ca?*-aktivierten nicht-selektiven Kationenkanal un-
tersucht, der sich mit der Patch-clamp-Methode in Cardiomyocyten des Atriums nachweisen
1a83t, und viele der Eigenschaften von iiberexprimiertem TRPM4b zeigt. RT-PCR~Analyse be-
statigte die Expression von TRPM4b in Herzgewebe. Die Expression des Kanals ist einer der
Faktoren fir die verlangerte Depolarisation, die im Zusammenhang mit Arrythmien auftreten

und damit moglicherweise an der Pathogenese beteiligt.

1.4.2.7 Rolle von TRPM4 in Lymphozyten

Das langanhaltende Ca?*-Signal in T-Lymphozyten ist notwendige Voraussetzung fiir die Pro-
duktion von IL-2 und damit fiir die antigenspezifische Proliferation nach Aktivierung durch
MHC-gebundenes Peptid auf der Oberflache antigenprésentierender Zellen. Die Bedeutung
des Ca?*-Einstrom konnte in mutierten Jurkat T-Zellklonen demonstriert werden (Fanger
et al., 1995; Serafini et al., 1995) und die physiologische Bedeutung fiir die Immunantwort
unterstreichen Patienten mit einer Immundeffizienz, die auf einem Defekt des Ca?T-Influx-
Systems beruht (Partiseti et al., 1994). Besondere Bedeutung kommt dabei Ca?*-Oszillationen
zu, die an de Regulation der Genexpression beteiligt sind (Dolmetsch et al., 1998). Die Ca?*-
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Oszillationen in Lymphozyten unterscheiden sich von denen in den meisten anderen Zell-
typen, weil sie durch Fluktuationen im Ca’?T-Einstrom und nicht durch Oszillationen der
Ca?*-Freisetzung hervorgerufen werden (Randriamampita und Trautmann, 2004). Bisher ist
man davon ausgegangen, dafl diese Fluktationen des Ca?*-Einstroms auf zeitliche Verzoge-
rungen zwischen Speicher-Entleerung und Iorac-Aktivierung, sowie Auffiillung der Speicher
und Igrac-Inaktivierung zurickzufiithren sind.

Wie oben beschrieben, konnten Launay et al. (2004) zeigen, dal TRPM4b in lymphozytéa-
ren Zellinien und in Thymozyten der Maus exprimiert wird. Die T-Zellinie Jurkat zeigt nach
Stimulation mit Lektinen wie PHA Oszillationen der Ca?tT-Konzentration, die vom Einstrom
von Ca?T abhingen (Lewis und Cahalan, 1989). Unterdriickung der endogenen Expression von
TRPM4b in Jurkat T-Lymphozyten durch siRNA fiihrte dazu, dafl sich in den Zellen als Ant-
wort auf PHA keine Ca?*-Oszillationen, sondern ein langanhaltendes Ca?T-Plateau einstellte.
Der verstiirkte Ca?*-Einstrom hatte eine hohere IL-2-Produktion zur Folge (Launay et al.,
2004). Die Pyrazol-Verbindung YM-483 inhibiert Ca?*-Einstrom und Cytokin-Produktion in
Lymphozyten, indem sie TRPM4b aktiviert (Takezawa et al., 2004). Launay et al. (2004)
haben auf Basis ihrer Daten folgendes Modell formuliert: Nach der Stimulation mit dem
Lectin kommt es zur Aktiverung von Igpac und das einstrémende Ca?t depolarisiert die
Membran. Der Anstieg der Ca?t-Konzentration und die Membrandepolarisation aktivieren
TRPM4b. Der Na™-Strom durch TRPM4b depolarisiert die Membran weiter und verhindert
damit weiteren Ca?*-Einstrom. Aufgrund der Ca?*-Extrusion sinkt die Ca?t-Konzentration.
Ca?*t-aktivierte K*-Kanile und Ky -Kanile repolarisieren die Membran, der Ca?*-Einstrom

durch Igrac nimmt wieder zu und der Zyklus beginnt von neuem.




2 Problemstellung

Ionenkanale nicht-erregbarer Zellen werden zunehmend als wichtige zelluldre Modulatoren
wahrgenommen und sind daher eines der vielversprechensten Gebiete fiir die Entwicklung
neuer therapeutisch einzusetzender Pharmaka. Die TRP-Ionenkanéle bilden eine Superfami-
lie mit breiter Expression sowohl in nicht-erregbaren als auch in elektrisch erregbaren Zellen.
Seit vor 10 Jahren mit TRPC1 der erste TRP-Kanal in Sdugetieren beschrieben wurde, sind
eine Vielzahl weiterer TRP-Kanile hinzugekommen. In letzter Zeit haben dabei insbesondere
die Kanéle der Melastatin-verwandten TRP-Kanéle (TRPM) zunehmendes Interesse auf sich
gezogen. Zu Beginn dieser Arbeit wurde im Rahmen einer Datenbank-Analyse die Sequenz ei-
ner cDNA gefunden (FLJ20041, GenBank, gi:7019878), deren hypothetisches Proteinprodukt
im Hydrophobizitéatsplot mehrere potentielle Transmembranhelices aufwies und das sich durch
hohe Homologie zu Mitgliedern der TRPM-Familie auszeichnete. Im Rahmen der vorliegenden
Arbeit sollte die cDNA aus einem geeigneten Zellsystem kloniert, rekombinant exprimiert und
das Proteinprodukt in Hinblick auf eine mdogliche Funktion als Ionenkanal untersucht wer-
den. Insbesondere sollten stabil transfizierte Zellinien erzeugt und mit Hilfe fluorimetrischer
und elektrophysiologischer Methoden auf Verénderungen des Membranpotentials und des zel-
luliren Ca®*-Signals untersucht werden. Da in den letzten Jahre erste Arbeiten iiber die
Elektrophysiologie der TRPM-Kanéle, insbesondere auch iiber den in der vorliegenden Ar-
beit untersuchten, mittlerweile als TRPM4 bezeichneten, Kanal erschienen sind, wurde das
Augenmerk im Verlauf der Arbeit vermehrt auf die Bedeutung von Splicevarianten, deren
intrazelluldre Lokalisation, sowie den Einflul der Expression dieser Splicevarianten auf das
zellulire Ca?T-Signal und das Membranpotential an intakten Zellen gerichtet.

Desweiteren sollte im Rahmen eines Projektes zur Charakterisierung eines moglichen ADPR
/TRPM2-Signalweges im Patch-clamp-Experiment untersucht werden, ob Jurkat T-Lympho-
zyten TRPM2 funktional exprimieren. Anschlieflend sollte dieses System eingesetzt werden,
um an endogen exprimierten TRPM2-Kanélen die Wirkung verschiedener Pharmaka auf die
direkte Aktivierung von TRPM2 durch ADPR zu untersuchen. Auf diese Weise sollte nach
Pharmaka gesucht werden, mit denen spéater im zelluliren Kontext eine mogliche Signal-
vermittelte Bildung von ADPR und anschlieBende Aktivierung von TRPM2 untersucht wer-

den kann.




3 Material & Methoden

3.1 Zellkultur

In den beschriebenen Versuchen wurden verschiedene Zellinien verwendet. Die Untersuchun-
gen zu TRPM4 wurden im wesentlichen mit HEK-293-Zellen durchgefiihrt. Fiir die Lokalisa-
tionsstudien wurden dariiber hinaus COS-7- und CHO-Zellen eingesetzt. Die elektrophysio-
logischen Studien zu TRPM2 erfolgten am Subklon JMP der Jurkat-Zellinie.

3.1.1 HEK-293-Zellen

Die Zellinie HEK-293 (human embryonic kidney-293) wurde aus primérem, mit Adenovirus
Typ 5 (Ad 5) transformiertem, humanem embryonalen Nierengewebe etabliert (Graham et al.,
1977). Die etwa 16 pum grofien Zellen wachsen adhérent als Monolayer und zeigen eine fibrobla-
stenartige Morphologie. Die in dieser Arbeit verwendeten HEK-293-Zellen stammen aus zwei
verschiedenen Quellen: die fiir die Lokalisations-Studien verwendeten Zellen wurden von Dr.
Kreienkamp aus dem Institut fiir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie zur Verfiigung
gestellt, die spater fiir die stabile Transfektion eingesetzten HEK-293-Zellen stammen aus der
Arbeitsgruppe Dr. Jiicker / Prof. Mayr. aus dem Institut fiir Biochemie und Molekularbiologie
des UKE.

3.1.2 COS-7-Zellen

Die Zellinie COS-7 wurde aus der Affen-Zellinie CV-1 (aus Cercopithecus aethiops) nach
Transformation mit einer Origin-defekten SV40-Mutante etabliert (Gluzman, 1981). Die fi-
broblastenartigen Zellen wachsen adhérent als Monolayer, sind jedoch weit grofier als HEK-
293-Zellen und spreiten sehr viel stéarker. Die in dieser Arbeit verwendeten COS-7-Zellen wur-
den von Dr. Glassmeier aus dem Institut fiir Angewandte Physiologie des UKE zur Verfiigung

gestellt.

3.1.3 CHO-Zellen

Die Zellinie CHO wurde aus dem Biopsie-Material der Ovarien eines Hamsters etabliert (Puck
et al., 1958). Es handelt sich wie bei HEK-293- und COS-7-Zellen um fibroblastenartige Zel-
len mit adharentem Wachstum. Die in dieser Arbeit verwendeten CHO-Zellen wurden von

Dr. Glassmeier aus dem Institut fiir Angewandte Physiologie des UKE zur Verfiigung gestellt.




Material & Methoden 16

Alle verwendeten adhérenten Zellinien zeigen eine geringe endogene Expression von Ionen-
kanélen, die sie fiir die elektrophysiologische Analyse liberexprimierter Ionenkanéle geeignet
erscheinen 1afit. HEK-293-, COS-7 und CHO-Zellen fallen in die gentechnische Risikogruppe 1.

3.1.4 Jurkat-Zellen

Die Jurkat-Zellinie (z.T. auch als JM bezeichnet, obwohl es sich bei Jurkat und JM um zwei
Schwester-Klone handelt, die aus dem selben Patienten isoliert wurden) wurde 1976 aus dem
periphéren Blut eines 14-jahrigen Jungen mit akuter lymphatischer Leukdmie (ALL) isoliert
(Schneider et al., 1977). Jurkat-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Analyse der an der
Aktivierung von T-Lymphozyten beteiligten Signalprozesse (Abraham und Weiss, 2004). Der
verwendete Subklon JMP wurde auf hohe Expression des Oberflichenantigens CD3, eines

Bestandteils des T-Zell-Rezeptor-Komplexes, selektiert.

3.1.5 Passage von Zellen

Alle Zellinien wurden bei 37°C und 5% COs im COs-Inkubator kultiviert. Die adhérent
wachsenden Zellinien HEK-293, COS-7 und CHO wurden alle drei bis vier Tage in einer
Verdiinnung von 1 : 5 bis 1 : 20 umgesetzt. Fiir die Passage wurden die Zellen zunéchst
mit Ca?t /Mg?*-freiem PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA pro 25 cm? Kulturfliiche
vom Boden der Kulturflasche abgelst. Anschlielend wurden die abgeldsten Zellen in frischem
Kulturmedium aufgenommen, resuspendiert und in eine neue Kulturflasche tiberfiihrt. Die in
Suspension wachsenden JMP-Zellen wurden alle zwei bis drei Tage in ihrer Vitalitdt und
Zelldichte bestimmt und die Dichte der vitalen Zellen mit frischem Kulturmedium auf 0.3 -
10° Zellen/ml eingestellt, so da die Zellsuspension stets eine Dichte zwischen 0.3 - 106 und
1.2 - 106 Zellen /ml aufwies.

3.1.6 Kryokonservierung von adharenten Zellen

Zum Einfrieren wurden HEK-293-, COS-7- und CHO-Zellen in einer Dichte von 1—2-10° Zel-
len/ml in 0°C kaltem Einfrier-Medium aufgenommen und in Kryoréhrchen aliquotiert. Die
Aliquots wurden iiber Nacht bei —80°C eingefroren und anschlieBend in fliissigem Stickstoff
gelagert. Zum Auftauen wurden die Kryorohrchen dem Stickstofftank entnommen, bei 37°C
im Ethanol-Bad angetaut und der Eisblock mit den Zellen in eine Flasche mit 25cm? Kul-
turfliche (T25-Flasche) mit auf 37°C vorgewdrmtem Kulturmedium {iberfiihrt. Anschlieflend
wurden die Zellen im Brutschrank kultiviert und gegebenenfalls am Tag darauf das Medium

gewechselt, um Zelldebris zu entfernen.
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3.1.7 Puffer und Loésungen

Einfrier-Medium fiir adhérente Zellinien: 80% (v/v) FCS; 10% (v/v) DMSO; 10% (v/v)
a-MEM-Grundmedium mit Glutamax I

Kulturmedium CHO: a-MEM-Grundmedium mit Glutamax I; 10% (v/v) FCS;
100 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin

Kulturmedium HEK-293 / COS-7: DMEM-Grundmedium mit Glutamax I; 10% (v/v)
FCS; 100 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin

Kulturmedium Jurkat JMP: RPMI-Grundmedium mit Glutamax I; 25 mM HEPES;
7.5% (v/v) FCS; 100 U/ml Penicillin, 50 ug/ml Streptomycin

PBS (Ca%t/Mg?*t-frei): 140 mM NaCl; 3mM KCI; 8 mM NayHPOy; 1.5 mM KHyPOy;
pH 7.4 (mit HCI)

Selektionsmedium HEK-293: Kulturmedium HEK-293 / COS-7 mit 400 ug/ml G-418-
Sulfat

Trypsin/EDTA: 0.05% (w/v) Trypsin; 0.02% EDTA (w/v) in Ca?*/Mg?"-freiem PBS

3.1.8 Gerate

3.2

CASY TT1-Zellzéhler (Schirfe Systeme, Reutlingen)
COg-Inkubator (Heraeus, Hanau)

Sterile Werkbank (BDK, Sonnenbiihl-Genkingen)
Lichtmikroskop (Will, Wetzlar)

Hamozytometer mit Teilung nach Neubauer (Hellma, Miillheim)

Zentrifuge Varifuge 3.0R (Heraeus, Hanau)

Molekularbiologische Techniken

3.2.1 Praparation von Gesamt-RNA aus HEK-293-Zellen

Zur Priparation von Gesamt-RNA wurden ca. 5 - 10 bis 2 - 107 Zellen eingesetzt. Die Zellen

wurden mit Trypsin/EDTA vom Boden der Kulturschale abgelost, in Kulturmedium resus-

pendiert und zentrifugiert (500xg, 5 min, RT). Aus dem Zellpellet wurde mit Hilfe des RNeasy-

Kits der Fa. Qiagen nach Vorgabe des Herstellers die Gesamt-RNA isoliert. Fiir die Fragmen-

tierung der genomischen DNA wurden QiaShredder-Saulchen (Qiagen, Hilden) eingesetzt.

Zusétzlich zum Standard-Protokoll des Herstellers wurde wihrend der RNA-Préparation ein

DNase-Verdau auf der Saule durchgefiihrt, um DNA-Kontaminationen auszuschlieen. Die

RNA wurde in RNase-freiem Wasser eluiert und bis zur Verwendung bei —70°C gelagert. Die
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Konzentration der RNA-Praparation wurde durch photometrische Bestimmung der Absorb-
tion bei 260 nm ermittelt. Eine ODogopny, von 1 entspricht dabei einer RNA-Konzentration
von 40 ug/ml (Gallagher, 1995). Um Verunreinigungen der Préparation mit Protein auszu-
schlielen wurde zusétzlich die Absorption bei 280 nm bestimmt. Préparationen mit einem
Verhéltnis ODagonim/ODagonm von 2.0 bis 2.2 wurden als sauber erachtet und fiir weitere
Anwendungen eingesetzt (Gallagher, 1995). Da das Absorbtionsverhalten von Nucleinsduren
vom pH-Wert abhangt und Proteinkontaminationen bei alkalischem pH-Wert leichter zu de-
tektieren sind, wurden die Messungen in TE-Puffer bei pH 8.0 durchgefiihrt (Wilfinger et al.,
1997).

3.2.2 One Tube RT-PCR

Sowohl fiir den Nachweis der Expression von TRPM4, als auch fiir die einzelnen Schritte der
Klonierung wurde das Titan One Tube RT-PCR-System (Roche, Mannheim) eingesetzt. Die
Durchfithrung erfolgte geméfl den Angaben des Herstellers.

Reaktionsansatze fiir die RT-PCR:

Mix A Mix B
0.2mM dNTPs 10l  RT-PCR Puffer
0.4puM  forward Primer 1pl  Enzym-Mix

0.4 uM reverse Primer
5U RNase Inhibitor
5mM DTT
50ng - 2ug  RNA template

ad 25 4l aqua bidest ad 25 4l aqua bidest

Fiir RT-PCRs die den GC-reichen Bereich in Exon 17 von TRPM4 iiberspannen wurden dem
Mix A 4% DMSO zugesetzt (Endkonzentration im Reaktionsansatz 2% DMSO). Durch das
DMSO wird das Aufschmelzen dieses sehr stabilen Bereichs erleichtert. Die RT-PCR wurde

im Thermocycler mit folgendem Temperaturprogramm durchgefiihrt:

Zyklen  Dauer  Temperatur Prozef3

1 30 min 50°C Synthese des Erststranges
1 2min 95°C Initiale Denaturierung
30 10s 95°C Schmelzen
30s 55-60°C Annealing
1 min/kb 68°C Elongation
1 7 min 68°C Finale Elongation

1 4°C Lagerung
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Die Temperatur fiir das Annealing richtet sich nach den verwendeten Primern. Die Pro-
dukte der RT-PCR wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert (s. Abschnitt 3.2.4).
Zur Klonierung wurden die Amplifikate mit dem PCR-Purification-Kit (Roche, Mannheim)

gereinigt und umgepuffert.

3.2.3 Restriktionsverdau von DNA

Alle verwendeten Restriktionsenzyme wurden entweder von MBI-Fermentas (St. Leon-Rot)
oder von NEB New England Biolabs (Ipswich, USA) bezogen. Fiir die Reaktionsansitze wurde
der von den Herstellern empfohlene 10xPuffer verwendet. Bei Restriktionsansétzen mit zwei
oder mehr Restriktionsenzymen wurde der Puffer 2xY* /Tango (MBI Fermentas) verwendet.
In einem Standard-Reaktionsansatz mit einem Volumen von 10 ul wurde 1 pug Plasmid-DNA
mit 2 Units Restriktionsenzym pro erwarteter Schnittstelle fiir eine Stunde bei 37°C inkubiert.
Der Erfolg des Restriktionsverdaus wurde in einer Agarose-Gelelektrophorese (s. Abschnitt
3.2.4) tiberpriift.

Wurden die DNA-Fragmente fiir weitere Reaktionen eingesetzt, so wurden entweder die Re-
striktionsenzyme bei 80°C fiir 20 min thermisch inaktiviert, oder eine Aufreinigung mit dem
PCR-Purification-Kit (Roche, Mannheim) nach Vorgabe des Herstellers durchgefiihrt, wenn

die Pufferbedingungen mit nachfolgenden Reaktionen inkompatibel waren.

3.2.4 Agarosegelelektrophorese

0.5% bis 2% (w/v) Agarose (FMC Bioproducts, Rockland, USA) wurden in 50 ml 1xTAE-
Puffer gelost und aufgekocht. Anschlieflend wurde Ethidiumbromid in einer Endkonzentration
von 0.4 pug/ml zugegeben, durchmischt und das Gel in die Gelkammer gegossen. Nach Erkal-
ten wurden Kamm und Giefisperren entfernt, 1xTAE-Puffer hinzugegeben und die Proben,
die zuvor mit 6xLaufpuffer versetzt worden waren, aufgetragen. Als Groflen-Marker wurden
100 bp ladder plus (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) und A/ EcoRI+HindIIl (Fermentas) ein-
gesetzt. Die Trennung erfolgte bei 100 V fiir etwa eine Stunde. Das Muster der aufgetrennten
DNA-Fragmente wurde auf einem UV-Transilluminator bei 321 nm detektiert und dokumen-

tiert.

3.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten

Auf die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wurde aus technischen Griin-
den weitgehend verzichtet. Es wurden zumeist ganze Restriktionsansatze fiir die Ligation
eingesetzt und die gewiinschten Ligationsprodukte anschlieBend durch PCR-Screening der

Bakterien-Klone identifiziert. DNA-Fragmente wurden mit der DNA-Ligase aus dem Bak-
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teriophagen T4 (MBI Fermentas, St. Leon-Rot) ligiert. T4-DNA-Ligase ist mit den meisten
Puffern fiir Restriktionsenzyme kompatibel, so daf} in der Regel auf eine Umpufferung verzich-
tet werden konnte. In einem Standard-Ligationsansatz mit einem Volumen von 20 pl wurden
0.5 mM ATP, 4 Weiss-Units T4-Ligase, 25 ng des Empfangervektors und ein dreifacher mola-
rer UberschuB des Inserts eingesetzt. Die Ligation erfolgte fiir 30 min bei RT. AnschlieBend
wurde die Ligase fiir 10 min bei 60°C hitzeinaktiviert und die Ligationsprodukte unverziiglich

fir die Transformation in E. coli (siehe Abschnitt 3.2.6) eingesetzt.

3.2.6 Transformation von E. coli und Praparation von Plasmid-DNA

Zur Transformation wurden 1 ng Plasmid-DNA oder 10 — 20 ul aus einem Ligationsansatz zu
einem Aliquot (100 pl) kompetenter Bakterien gegeben. Der Ansatz wurde 20 min auf Eis in-
kubiert, dann fir eine Minute auf 42°C erhitzt und zwei Minuten auf Eis abgekiihlt. Anschlie-
Bend wurde der Transformationsansatz mit 1 ml SOC-Medium versetzt und fiir 60 Minuten
bei 37°C inkubiert. Im Falle der Transformation von Plasmiden wurde 100 ul der Suspension
auf Agarplatten mit Antibiotikum ausplattiert. Bei Ligationsansitzen wurden die Bakterien
pelletiert (5000xg, 1min, RT), das Pellet in etwa 100 ul LB-Medium resuspendiert und aus-
plattiert. Die Platte mit der Bakterien-Kultur wurde tiber Nacht bei 37°C im Brutschrank
inkubiert.

Fiir eine Mini-Praparation (<25 ug Plasmid-DNA) wurden anschliefend 2 — 3 ml Selekti-
onsmedium mit einer resistenten Bakterienkolonie beimpft und tiber Nacht bei 37°C, 225 Upm
im Schiittelinkubator kultiviert. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem Silica Spin
Kit (Whatman, Gottingen) nach Vorgabe des Herstellers. Die Plasmid-DNA wurde mit 50 pul
10 mM Tris/HCI pH 8.8 eluiert und bis zur Verwendung bei —20°C gelagert.

Fiir die Isolierung groflerer Mengen endotoxin-freier Plasmid-DNA fiir die Transfektion
eukaryotischer Zellen wurden 200 ml Selektionsmedium aus einer logarithmisch wachsenden
Minikultur (ca. 6 — 8 h nach Inokulation) beimpft und iiber Nacht bei 37°C und 225 Upm
inkubiert. Die Isolierung der Plasmid-DNA (300—500 ug) erfolgte mit dem Endofree Plasmid-
Maxi-Kit (Qiagen, Hilden) nach Vorgabe des Herstellers. Insbesondere wurden ausschlieflich
sterile Einwegartikel verwendet, um eine Kontamination mit Endotoxinen zu vermeiden. Fiir
die Féllung der DNA wurden Edelstahl-Zentrifugenbecher verwendet, die zuvor bei U/ N auf
180°C erhitzt wurden. Die Plasmid-DNA wurde in 400 pl Wasser (Aqua ad injectabilia; Braun,
Melsungen) gelést und umgehend bei —20°C eingefroren.

Die Konzentration der Plasmid-DNA wurde durch photometrische Bestimmung der Ab-
sorption bei 260 nm ermittelt. Eine ODaggpy, von 1 entspricht dabei einer DN A-Konzentration
von 50 pg/ml (Gallagher, 1995). Um Verunreinigungen der Préparation mit Protein auszu-
schlielen, wurde zusétzlich die Absorbtion bei 280 nm bestimmt. Praparationen mit einem
Verhéltnis ODagonim/ODagonm von 1.8 bis 2.0 wurden als sauber erachtet und fiir weitere

Anwendungen eingesetzt (Gallagher, 1995). Da das Absorbtionsverhalten von Nucleinsduren
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vom pH-Wert abhangt und Proteinkontaminationen bei alkalischem pH-Wert leichter zu de-
tektieren sind, wurden die Messungen in TE-Puffer bei pH 8.0 durchgefiihrt (Wilfinger et al.,
1997).

3.2.7 PCR-basierte Mutagenese

Die PCR-basierte Mutagenese nach dem QuikChange-Protokoll basiert auf der Fahigkeit
des Restriktionsenzyms Dpnl, selektiv methylierte DNA abzubauen (Nelson und McClel-
land, 1992). Das Plasmid wird in seiner gesamten Lénge durch lineare PCR amplifiziert,
dabei wird tber die verwendeten Primer die gewiinschte Mutation eingebracht, anschliefend
wird das methylierte, bakterielle Ausgangs-Plasmid mit Dpnl abgebaut, wiéhrend das un-
methylierte, mutierte PCR-Amplifikat erhalten bleibt. Transfektion in F.coli fithrt dann zur
Zirkularisierung und Amplifikation des mutagenisierten Plasmids. Neben einer modifizierten
QuikChange-Mutagenese fiir die Reversion einer Punktmutation (Abschnitt 3.2.7.1) wurde ein
Protokoll zur sogenannten Fusion-PCR eingesetzt, um ein vollstdndiges Exon zu inserieren
(Abschnitt 3.2.7.2). Bei beiden Verfahren wurde eine Pfu-Polymerase (PfuTurbo, Stratagene)
eingesetzt, da deren Prézision bei der DNA-Synthese ausreichend ist fiir die Amplifikation

ganzer Vektoren.

3.2.7.1 Modifizierte QuikChange-Mutagenese zur Reversion einer Punktmutation

Die Reversion der Punktmutation erfolgte mit den Primern TRPM4 / MutA und TRPM4 /
MutB in Anlehnung an die von Wang und Malcolm (1999) beschriebene Methode. In einer

linearen PCR wurden zunéchst zwei einzelstrangige Vektoren amplifiziert:

Reaktionsansétze und Temperaturprogramm fiir die Preamplifikation:

Mix A Mix B

10xPfu-Puffer 5 ul 5l
K K Zyklen Dauer Temp. Prozefl
TRPM4 / MutA  0.2uM - -
1 30s 95°C  Denaturierung
TRPM4 / MutB - 02uM
A Vokt 500 500 10 30s 95°C  Schmelzen
usgangs- Vektor n n
sang & & 1min  55°C  Annealing
dNTPs 0.2mM  0.2mM . .
12min  68°C  Elongation
PfuTurbo 1.25U 125U
aqua bidest ad 50 ul  ad 50 pl

Anschliefend wurden die beiden Ansétze gemischt (25 ul Mix A + 25 ul Mix B 4 0.625 Units
PfuTurbo) und in einer weiteren Runde jetzt exponentieller PCR (zusétzliche 18 Zyklen des-

selben Programms) ausreichend Vektor fiir die Transformation generiert. AbschlieBend wurde
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der Ausgangs-Vektor mit Dpnl (10 Units, 1h Inkubation bei 37°C) verdaut und 10 pl des

Ansatzes fiir die Transformation von E.coli eingesetzt wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben.

3.2.7.2 Fusion-PCR zur Insertion von Exon 17

Die Insertion des fehlenden Exons erfolgte mit den Primern Exon 15 Insert 5° und Exon 15
Insert 3’ in Anlehnung an die von Smith und Klugman (1998) beschriebene Methode. In einer

linearen PCR wurden zunéchst die ’Mega-Primer’ mit dem Exon erzeugt:

Reaktionsansatze und Temperaturprogramm fiir die erste Preamplifikation:

Mix A Mix B

10xPfu-Puffer 5 ul 5 ul

Exon 15 Insert 5° 0.2 uM - Zyklen Dauer Temp. Prozefl

Exon 15 Insert 3’ - 02uM 1 30s 95°C  Denaturierung
Vektor 30ng 30ng 10 30s 95°C  Schmelzen
dNTPs 0.2mM  0.2mM 30s 55°C  Annealing
DMSO 2% 2% 1min  72°C  Elongation
PfuTurbo 1.25U 1.25U

aqua bidest ad 50 pul  ad 50 ul

Nach dem Generieren der Megaprimer wurde zu jedem der Ansétze 90 ng des Vektors pGEM-
TRPM4aA1l5 als Ausgangsvektor gegeben, in einer linearen PCR entstanden wéhrend der 2.
Preamplifikation die Einzelstringe des Vektors pGEM-TRPM4a. Anschlieffend wurden die
beiden Ansétze gemischt (25 ul Mix A + 25ul Mix B + 0.625 Units PfuTurbo + 0.1 mM
dNTPs) und in einer weiteren Runde jetzt exponentieller PCR ausreichend Vektor fiir die

Transformation generiert.

2. Preamplifikation: Exponentielle Amplifikation:
Zyklen Dauer Temp. Prozef3 Zyklen Dauer Temp. Prozefl
1 30 s 95°C  Denaturierung 1 30 s 95°C  Denaturierung
10 30 s 95°C  Schmelzen 18 30 s 95°C  Schmelzen
1 min  55°C  Annealing 30 s 55°C  Annealing
18 min  72°C  Elongation 1min 72°C  Elongation

Abschlieflend wurde das Template mit Dpnl (10 Units, 1 h Inkubation bei 37°C) verdaut
und 10 ul des Ansatzes fiir die Transformation von E.coli eingesetzt wie in Abschnitt 3.2.6
beschrieben.

Nach Minipraparation der Plasmid-DNA (s. Abschnitt 3.2.6) der Klone wurde der Erfolg der
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Mutagenese durch Sequenzierung (s. Abschnitt 3.2.8) {iberpriift.

3.2.8 DNA-Sequenzierung

Die fiir das jeweilige Protein kodierende Sequenz der Expressionsvektoren wurde durch Se-
quenzierung verifiziert um Mutationen auszuschlielen. Die Sequenzierung erfolgte mit dem
Big Dye Terminator Cycle Sequencing-Kit (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) mittels einer
modifizierten Kettenabbruchreaktion nach Sanger. Dabei werden in einer Polymeraseketten-
reaktion (PCR) statistisch fluoreszenzmarkierte Didesoxy-Nukleotide eingebaut, die zu einem
Abbruch der Kette fiihren und die abgebrochene Kette gleichzeitig, abhingig vom eingebau-

ten Nukleotid, mit unterschiedlicher Fluoreszenz markieren.

Reaktionsansatz und Temperaturprogramm fiir die DNA-Sequenzierung;:

Zyklen Dauer Temperatur Prozef3

800ng — 1 ug Plasmid-DNA 25 10s 95°C Schmelzen
15 pmol Primer 58 50°C Annealing
3ul Big Dye Enzymmix 240s 60°C Elongation
5 ul Half Term Puffer 1 4°C Lagerung
ad 20 ul bidest. HoO

Bei Sequenzierreaktionen mit besonders hohem GC-Anteil im zu sequenzierendem Abschnitt
wurde der Sequenzierreaktion 2% (v/v) DMSO zugesetzt. Durch das DMSO wird das Auf-
schmelzen der sonst sehr stabilen GC-Basenpaarungen erleichtert (Choi et al., 1999).
Anschlielend wurden tiberschiissige Didesoxy-Nukleosidtriphosphate durch eine einfache Gel-
filtration mit dem DyeEx II-Kit (Qiagen, Hilden) von den Amplifikaten abgetrennt und das
Filtrat mit den Amplifikaten an der Speed-Vac bis zur Trockne eingeengt. In der Service-
gruppe des Instituts fir Zellbiochemie und klinische Neurobiologie unter der Leitung von
Dr. F. Buck wurden die Sequenzieransiatze mit dem ABI Prism 310 Genetic Analyzer durch
Kapillar-Gelelektrophorese analysiert. Das Assemblieren der Contigs und der Vergleich der
Sequenzen erfolgte mit dem Programm BioEdit (Hall, 1999).

3.2.9 Transfektion eukaryotischer Zellinien

Die Transfektion von HEK-293, CHO und COS-7-Zellen erfolgte nach der Calciumphosphat-
Prézipitationsmethode (Ausubel et al., 1995). Die zu transfizierenden Zellen wurden am

Abend vor Transfektion in 35 mm-Kulturschalen umgesetzt, so das die Konfluenz zum Zeit-
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punkt der Transfektion ungefahr 80% betrug. Eine Stunde vor Transfektion wurde das Me-
dium gegen frisches Kulturmedium ersetzt, um den richtigen pH zu gewahrleisten. 50 ug der
zu transfizierenden DNA wurden mit Wasser und 2.5 M CaCls-Losung auf ein Volumen von
500 z21 und eine Ca?*-Konzentration von 250 mM eingestellt. In einem konischen 15ml PP-
Rohrchen wurden 500 ul 2xHeBS vorgelegt und durch Einblasen von Luft mit einer Pasteurpi-
pette und einer Pipettierhilfe in stindiger Bewegung gehalten. Die DNA /Ca?*-Losung wurde
langsam in den HeBS-Puffer getropft. Anschliefend wurde die Losung fiir 5 — 10s gevor-
text und 20 min bei RT inkubiert. Die Suspension mit den Transfektionskomplex wurde auf
sechs 35 mm-Kulturschalen verteilt. Nach 6 h wurde der Transfektionskomplex von den Zel-
len entfernt, diese zweimal mit auf 37°C vorgewarmten Kulturmedium gewaschen und neues,

vorgewarmtes Kulturmedium auf die Zellen gegeben.

3.2.10 Selektion und Klonierung stabiler Zellinien

In einem Vorversuch wurde die geeignete Konzentration des Antibiotikums ermittelt: bei ei-
ner G418-Konzentration von 400 ug/ml setzte bei Wildtyp-Zellen nach einer Woche massiver
Zelltod ein und nach zwei Wochen waren keine vitalen Zellen mehr vorhanden. Zur Generie-
rung stabiler Zellinien wurden die Zellen 24 h nach Transfektion durch Zugabe von 400 ug/ml
G418-Sulfat zum Kulturmedium fiir die Dauer von zwei Wochen selektioniert.

Die tiberlebenden G418-resistenten Zellen wurden in einer Verdiinnung von 0.3 Zellen pro
Vertiefung in Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen in Kulturmedium mit 400 ug/ml G-418
ausgesit und etwa zwei Wochen bei 37°C und 5% COs kultiviert. Auf diese Weise isolierte
Klone wurden in Selektionsmedium expandiert und anschlieBend durch RT-PCR und We-

sternblotting auf die Expression von TRPM4 untersucht.

3.2.11 Verwendete Bakterien

E. coli K12 XL1-blue, Genotyp: F:: Th10 pro ATBT laclqA(lacZ)M15 recAl endAl
gyrA96 (Nal”) thi hsdR17(rk~mk™) supE44 relAl lac

E. coli K12 SCS110, Genotyp: rpsL (Str") thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA
tsz dam dem supE44D (lac-proAB) [F’ traD36 proAB laclYZAM15]

Die aufgefithrten Gene bezeichnen die mutierten Allele. Bei den angegebenen Genen auf dem
F’-Episome handelt es sich hingegen um die Wildtyp-Allele. E. coli K12 XL1-blue wurden fiir
Standard-Klonierungen verwendet, dieser Stamm exprimiert jedoch wie die meisten FE. coli
K12 Gene, deren Produkte die Methylierung von Adenin-Basen (dam) bzw. Cytosin-Basen
(dem) in spezifischen Sequenzen katalysieren. Das verhindert den Verdau von Plasmiden, die
in E. coli K12 XL1-blue propagiert wurden, mit methylierungs-sensitiven Enzymen wie Xbal.
E. coli K12 SCS110 fehlt sowohl die dam- als auch die dem-Aktivitdt, so da DNA, die in

diesem Stamm propagiert wurde, mit methylierungssensitiven Enzymen geschnitten werden
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kann.

3.2.12 Vektoren

Folgende kommerzielle Vektoren wurden fiir Klonierung und Expression der ¢cDNAs von
TRPM4 eingesetzt:

Vektor Verwendung Hersteller
pcDNA eukaryontischer Expressionsvektor Invitrogen,
Karlsruhe
pECFP-ER eukaryontischer Expressionsvektor fiir ER-lokalisiertes | BD Clontech,
ECFP Heidelberg
pECFP-Mem | eukaryontischer Expressionsvektor fiir Plasmamembran- | BD Clontech,
lokalisiertes ECFP Heidelberg
pEGFP-C1 eukaryontischer Expressionsvektor fiir die Expression von | BD Clontech,
Fusionsproteinen mit N-terminalem EGFP Heidelberg
pEGFP-N1 eukaryontischer Expressionsvektor fiir die Expression von | BD Clontech,
Fusionsproteinen mit C-terminalem EGFP Heidelberg
pGEM-T easy | Vektor fiir die TA-Klonierung von PCR-Produkten Promega,
Miinchen

3.2.13 Primer

Die fiir die Primerauswahl verwendeten Sequenzen entstammen der GenBank des NCBI (Ben-
son et al., 2005). Fiir die Auswahl geeigneter Primer wurde das Programm Primer3 (Rozen
und Skaletsky, 2000, http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi) ver-
wendet. Soweit moglich wurden die Primer so gewahlt, das der GC-Gehalt zwischen 50 und
60% und die Schmelztemperatur zwischen 55 und 60°C lag und die Primer am 3’-Ende ein G
oder C aufweisen (,,GC-clamp“). Die ausgewéhlten Primer wurden mit dem Programm Oli-
goAnalyzer (http://scitools.idtdna.com/scitools/Applications/0ligoAnalyzer) auf
Selbstkomplementaritit und Bildung von stabilen Haarnadelstrukturen tiberpriift. Alle Pri-
mer wurden bei der Fa. MWG Biotech (Ebersberg) in Auftrag gegeben. Die Primer wurden
in Wasser (Aqua ad injectabilia; Braun, Melsungen) gelost und bei —20°C gelagert.



http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi
http://scitools.idtdna.com/scitools/Applications/OligoAnalyzer
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universelle Sequenzierungs-Primer (5’—3°)

pcDNAS3 sense

AAT GTC GTA ACA ACT CCG CC

pcDNAS3 antisense

AGG AAA GGA CAG TGG GAG TG

pGEM T sense

GAC GTT GTA AAA CGA CGG CCA GTG

pGEM T antisense

GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC

CMV forward

CGC AAA TGG GCG GTA GGC GTG

IRES reverse

CCT CAC ATT GCC AAA AGA CG

TRPM4-spezifische Prim

er (5°—3’)

FLJ20041-5

GCT TCT TTG GGC ACT GTT G

FLJ20041-3

GGG CTC CTC TTC TGA TTT CC

FLJ20041 / 1

AGC CTG GAT TGT CAC TGG

FLJ20041 / 2

GAC CCT GGA AGA CAC TCT GG

FLJ20041 / 3

AAC TCG CTC ATC CGC AAC

FLJ20041 / 4

TAT CGC AGC AGT GAG GTG AG

FLJ20041 / 5

GCT ACC TGC TGT TCH| TGC TG

FLJ20041 / 6

CGT GAG CAA GAT GAT GAA GG

FLJ20041 / rev

GeA e ctc AJEIT CTT TGG AC

TRPM4 / rev 1

TGC TGT TTG TAA GGA TG

TRPM4 / rev 2

AGG AAT CTG TGA GTG GTG AGG

Klonierungsprimer (5’—3°)

TRPM4 / Bam CTA TGA [GGANEGEl TGG CTG TAC GGG ACC ATC
BamHI bindend
4b-Sal I-fw TGT JGECHGAC] CTG GGC TGC AGG AGG TTG
Sall bindend
4b-rev GTA CCT CGC AGG GAA CGA G

TRPM4 / Bam / 3" / N

AJGENATCICIE cTC TTT GGA CCC AGG CAG

BamHI linker bindend

TRPM4 / Sal / 5" / N

TGT [GECHNGACE] TGG CTG TAC GGG ACC ATC
Sall bindend

TRPM4 / Sal / 5"/ C

TCcA [@ECNGAG] GCC AGC ACT GGG GGC ACC AAG
Sall bindend
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Mutageneseprimer (5’—3’)

TRPM4 / Mut A CCG AGT AGT TGT AGT CCA GGG GAA ACT GGA CCC CG
TRPM4 / Mut B CGG GGT CCA GTT TCC CCT GGA CTA CAA CTA CTC GG
Exon 15 - 5" gen AGT GGG CAG GAA GGA TGA G
Exon 15 - 3’ gen TCA GGC AGG GTG AGA TGT G

Exon 15 Insert 5’

TC [ANTTATATI G GGG AAG GGC CTG TCG G [GANCEGNCGENACCICAGHCOGNAGATAGH

Vspl/ Asel Exon 14 —|— Exon 15
Exon 15 Insert 3’

AGG TGG TAC AAA [GBGIGEG] 6TC Acc [CGGNCAGNOCCIACENCCONAGEIAGCINAGIC!

Exon 16 Smal —|— Exon 15

Aufgrund von Fehlern in den urspriinglich publizierten Sequenzen weichen einige der &lteren
Primer in der Sequenz von den neueren Datenbank-Eintrédgen ab. Diese Bereiche sind griin
hinterlegt. Restriktions-Schnittstellen in Klonierungsprimern sind dunkelgrau hinterlegt. Die
an das Template bindenden Bereiche in Klonierungsprimern sind hellgrau hinterlegt. In den
Primern fiir die Fusion-PCR sind Bereiche, die an unterschiedliche Exons binden, farblich

gegeneinander abgegrenzt.

3.2.14 Puffer und Lésungen

e 2.5 M CaClsy-Losung: 2.5 M CaCls in bidest. Wasser

o GxLadepuffer (MBI Fermentas): 10 mM Tris-Cl pH 7.6; 0.03% Bromphenolblau, 0.03%
Xylencyanol FF; 60% Glycerol; 60 mM EDTA

o LB-Medium: 1% (w/v) Trypton-Pepton; 0.5% (w/v) Hefe-Extrakt; 1% (w/v) NaCl,
durch Autoklavieren sterilisiert

o LB-Agarplatten: LB-Medium mit 1.5% Agar, durch Autoklavieren sterilisiert und auf
60°C abgekiihlt, dann wurden Antibiotika zugegeben und die Platten gegossen (End-
konzentration der Antibiotika fiir LB-Medium und LB-Agarplatten: fiir Kanamycin
30 pg/ml, fiir Ampicillin 100 pg/ml)

o 2xHeBS (HEPES-gepufferte Salzlgsung): 23 mM HEPES pH 7.05 (mit NaOH); 283 mM
NaCl; 1.5 mM NaoHPO4

e SOC-Medium: 2% (w/v) Trypton-Pepton; 0.5% Hefeextrakt; 8.55mM NaCl; 2.5 mM
KCl; pH 7.0 (mit NaOH) durch Autoklavieren sterilisiert, 10 mM MgCls und 20 mM

Glucose werden nach dem Auoklavieren als steril filtrierte Losungen zugegeben
o TE pH 8.0: 10 mM Tris pH 8.0 (mit HCl), 1 mM EDTA
o TAE: 40 mM Tris-Acetat pH 8.5 (mit Eisessig); 1 mM EDTA
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3.2.15 Geridte

o Brutschrank BE 500 (Memmert, Schwabach)

o Gelelektrophoreseapparatur GNA-100 (Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg)
o PCR-Cycler Mastercycler Personal (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg)

o PCR-Cycler Mastercycler Gradient (Eppendorf-Netheler-Hinz, Hamburg)

o Netzteil Power-Pac 3000 (BioRad, Miinchen)

o Schiittler WT12 (Whatman, Gottigen)

o Sequenzierautomat ABI Prism 310 Genetic Analyzer (Perkin-Elmer, Weiterstadt)
o UV-Transilluminator IL-350-M (A=321 nm) (Bachhofer, Reutlingen)

o Tischzentrifuge Biofuge fresco (Heraeus, Hanau)

3.3 Proteinbiochemische Techniken

3.3.1 Affinitatschromatographische Reinigung eines anti-Peptid-Antikorpers
gegen TRPM4

Bei der Fa. Vaccine, Rostock, wurde ein Kaninchen-Antikérper gegen das Peptid NHo-TKAP-
ALKGGAAELRPC-COOH aus TRPM4 in Auftrag gegeben. Erste Western-Blot-Experimente
zeigten, dass weder das ungereinigte Serum noch eine tiber Protein G-Sepharose aufgereinigte
IgG-Fraktion ausreichend spezifisch waren. Aus diesem Grund wurde mit Hilfe des Immuni-
sierungs-Peptids eine affinitdtschromatographische Aufreinigung des spezifischen Antikorpers
durchgefiihrt. Dazu wurden 300 pg des biotinylierten Peptids in Startpuffer an eine HiTrap-
Streptavidin Saule gebunden. Anschliefend wurden 10ml des Serums, das zuvor zur Ent-
fernung von unloslichen Bestandteilen bei 10.000xg zentrifugiert und durch einen 0.45 pym
Sterilfilter filtriert wurde, mit einer Spritze auf die Saule gegeben. Nach dem Durchlauf wur-
de mit Startpuffer gespiilt und mit dem Elutionspuffer eluiert. 100 ul Fraktionen des Eluats
wurden in Neutralisationspuffer aufgefangen. Die Extinktion der einzelnen Fraktionen bei
280nm wurde im Photometer gemessen. Die Fraktionen bei denen der Antikorper eluierte
wurden gepoolt und mit einem Centriprep YM-50 auf PBS umgepuffert und aufkonzentriert.
Der Antikorper wurde mit 0.01% NaNj versetzt und bei 4°C gelagert.
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3.3.2 Praparation von Membranfraktionen und Proteinbestimmung

Zur Herstellung von Membranfraktionen aus stabilen Klonen wurden zwei unterschiedli-
che Verfahren gewéhlt. Zunéchst wurde ein klassisches Protokoll fiir die Praparation von
Membranfraktionen angewendet. Dabei wurden pro Priparation 4 - 108 Zellen in 5ml Lysis-
Puffer mit Protease-Inhibitor-Cocktail 'Roche complete’ aufgenommen und mit dem Potter-
Elvejhem-Homogenisator mit 30 Ziigen auf Eis aufgeschlossen. In einem ersten Zentrifugati-
onsschritt (2000xg, 10 min, 4°C) wurden nicht aufgeschlossene Zellen und Zellkerne abgetrennt
und verworfen. Durch Ultrazentrifugation des Uberstandes (100000xg, 90 min, 4°C) wurden
die zellularen Membranen von den Ioslichen Zellbestandteilen getrennt. Das Pellet wurde in
1 ml Lysis-Puffer resuspendiert und die Proteinkonzentration bestimmt. Alternativ wurde das
M-PEK-Kit zur Priaparation von Membranproteinen aus kleinen Zellmengen (Merck, Darm-
stadt) verwendet. Dabei wurden 0.4 — 1.0 - 107 Zellen gemif Herstellerangaben eingesetzt.
Anschliefend wurde eine Proteinbestimmung durchgefiihrt. Membranpraparationen wurden
bis zur Verwendung bei —70°C gelagert.

Zur Bestimmung des Proteingehaltes wurden die Fraktionen 1:10, 1:30 und 1:100 in Lysis-
Puffer verdiinnt und in Mikrotiterplatten mit 200 ul BioRad-Reagenz versetzt. Als Standard
diente eine BSA-Verdiinnungsreihe. Nach 5 — 30 min Inkubation bei RT erfolgte die Aus-
wertung am Mikrotiterplatten-Photometer bei 595 nm. Fiir alle Proben wurden Dreifach-

Bestimmungen durchgefiihrt.

3.3.3 Western-Blotting
3.3.3.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Trennung der Proteine in den Membranfraktionen erfolgte in einer diskontinuierlichen
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970).

In einer vertikalen Elektrophoresekammer wurde zunéchst ein 7%iges Trenngel gegossen.
Nach dem Auspolymerisieren des Trenngels wurde ein 3.9%iges Sammelgel tiberschichtet,
in dem durch einen Kamm Probentaschen ausgespart wurden. Nach dem Auspolymerisieren
wurde der Kamm entfernt und die Kammern der Apparatur mit SDS-Elektrodenpuffer gefiillt.
Es wurden 30 — 75 ug Protein in SDS-Probenpuffer zunédchst durch Erhitzen (5Minuten,
95°C) denaturiert und dann in die Probentaschen geladen. Zur besseren Denaturierung und
Auftrennung der besonders hydrophoben Membranproteine wurde die SDS-Konzentration in
SDS-Elektrodenpuffer, sowie Sammel- und Trenngel auf 0.4% und in den Proben auf 4%
erhoht (BioRad-Betriebsanleitung zur Elektrophorese-Kammer).

Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung von 200 V, wobei die Auftrennung des Mole-
kulargewichtsbereichs zwischen 80 und 200 kDa anhand des Kaleidoscope Prestained Standard
(BioRad, Miinchen) verfolgt wurde. Nachdem die 80 kDa Markerbande den unteren Rand des

Gels erreichte, wurde die Elektrophorese beendet und das Gel fiir den Transfer auf Nitrocel-
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lulose eingesetzt.

3.3.3.2 Transfer der Proteine auf Nitrocellulose-Membranen

Das SDS-Polyacrylamidgel wurde vor dem Transfer fiir 30 min in Blotpuffer dquilibriert. Die
Nitrocellulose-Membranen und Filterpapiere wurden mit dem Blotpuffer benetzt. Anschlie-
Bend wurden Acrylamidgel, Membran und vier Filterpapiere wie folgt in die Blotapparatur

gestapelt:

(+) Anode
2 Lagen Filterpapier
Nitrocellulose-Membran
Acrylamid-Gel
2 Lagen Filterpapier
(-) Kathode

Der Transfer erfolgte bei einem Elektrodenabstand von 4 cm bei 10°C und Wasserkiihlung
mit 100V fir eine Stunde. Die Transfereffizienz wurde tiberpriift, in dem die Proteine auf
der Nitrocellulose-Membran mit Ponceau S-Losung gefarbt wurden. Die in der Farbelosung
enthaltene Trichloressigsaure fixiert zudem die Proteine auf der Membran. Das transferierte
Gel wurde 30 min mit Coomassie Brillant Blue gefarbt und 2h entfarbt. Bei erfolgreichem
Blotting war eine deutliche Farbung der Membran mit Ponceau S zu erkennen, wéihrend das

Polyacrylamid-Gel keine Proteine mehr enthielt.

3.3.3.3 Immundetektion

Nach Farbung mit Ponceau S und Fixierung auf der Membran wurden unspezifische Bin-
dungstellen der Membran durch Inkubation (1h, RT) in Blocklésung abgedeckt. Anschlie-
Bend wurde die Membran dreimal mit TBS-T gewaschen (einmal 15 min mit groem Volu-
men, zweimal 5min mit kleinem Volumen). Nach dem Waschen erfolgte die Inkubation mit
dem Affinitats-gereinigten a-TRPM4-Antikérper (1:3000 in Blocklésung) fiir 1h bei RT oder
iiber Nacht bei 10°C. Zum Entfernen tiberschiissigen Antikérpers wurde die Membran erneut
dreimal mit TBS-T gewaschen (einmal 15 min mit grofem Volumen, zweimal 5 min mit klei-
nem Volumen). Abschlieflend wurde fiir eine Stunde mit einem HRP(Meerettich Peroxidase)-
konjugierten Ziege a-Kaninchen-Antikérper (Dianova, Hamburg) (1:5000 in Blocklésung) in-
kubiert und erneut dreimal mit TBS-T gewaschen. Zum Nachweis der Peroxidaseaktivitit
wurde die Nitrocellulose-Membran fiir 1 min mit ECL-Losung tiberschichtet und die Che-
miluomineszenz durch Belichtung von Hyperfilm ECL (Amersham Pharmacia Biosciences,

Freiburg) fiir 2 — 30 min festgehalten.
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3.3.4 Puffer & Losungen

Blocklosung: TBS-T mit 5% (w/v) fettarmen Milchpulver
Coomassie-Entférbelésung: 40% (v/v) Methanol; 10% (v/v) Essigsiure

Coomassie-Farbelosung: 0.1% (w/v) Commassie Brilliant Blue; 40% (v/v) Methanol;
10% (v/v) Essigsaure

ECL-Reagenz: 50% (v/v) ECL-Losung A (Amersham Pharmacia Biosciences); 50 %

ECL-Losung B (Amersham Pharmacia Biosciences) direkt vor Gebrauch angesetzt
Elutionspuffer: 100 mM Glycin pH 2.7 (mit HCI)

Lysispuffer: 20 mM HEPES pH 7.2; 110 mM NaCl; Proteaseinhibitorcocktail Roche com-
plete

Neutralisationspuffer: 1 M Tris pH 9.0 (mit HCI)
Ponceau-Férbelosung: 2% (w/v) Ponceau S; 3% (w/v) Trichloressigsaure
SDS Elektrodenpuffer: 25 mM Tris pH 8.5; 192 mM Glycin; 0.4% (w/v) SDS

6x SDS-Probenpuffer: 350 mM Tris pH 6.8; 30% (v/v) Glycerol; 10% (w/v) SDS, 0.5M
DTT, 0.0012% Bromphenolblau; in bidest. Wasser, bis zur Verwendung in Aliquots
(0.5ml) bei -70°C gelagert

SDS Sammelgel (3.9%): 125mM Tris pH 6.8; 3.9% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid-
Losung (30%/0.8%); 0.4% (w/v) SDS; 0.05% (w/v) APS; 0.1% (v/v) TEMED

SDS Trenngel (7%): 375 mM Tris pH 8.8; 6% (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid-Losung
(30%/0.8%); 0.4% (w/v) SDS; 0.05% (w/v) APS; 0.1% (v/v) TEMED

Startpuffer: 20 mM NaHyPO,4 pH 7.0 (mit NaOH)
TBS (Tris gepufferte Salzlosung): 150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI pH 7.4
TBS-T (Tris gepufferte Salzlosung/Tween 20): TBS mit 0.1% (w/v) Tween 20

Transferpuffer fiir Western-Blot: 25 mM Tris pH 8.5; 192 mM Glycin; 20% (v/v) Metha-
nol; 0.025% (v/v) SDS

3.3.5 Gerate

Blotting-Apparatur Trans-Blot Cell (BioRad, Miinchen)
Elektrophoresekammer Protean II (BioRad, Miinchen)
Evehjem-Homogenisator (IKA-Labortechnik, Staufen)
Mikrotiterplatten-Photometer (MWG-Biotec, Ebersberg)
Netzteil Phero-stab. 500 (Biotec-Fischer, Hamburg)
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o Ultrazentrifuge CU L-7 80 mit Titan-Festwinkelrotor Ti50 oder Ti80 (Beckmann Coul-
ter, Unterschleifheim)

o Zentrifuge Cryofuge Modell 8500i (Heraeus, Hanau)

3.4 Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Lokalisation der EGFP-markierten TRPM4-Isoformen und der ECFP-Varianten zur Lo-
kalisation von Zellorganellen erfolgte an einem digitalen Imaging System (Improvision Sy-
stems, Tiibingen). Als Lichtquelle diente eine polychromatische Xenon-Bogenlampe deren
Licht durch das Gitter eines Monochromators iiber eine Faseroptik in das Mikroskop einge-
koppelt wurde. Durch den Gitterabstand des Monochromators konnte die fiir die Anregung
des Fluorophors notwendige Wellenlange eingestellt werden. Das von den Zellen emittier-
te Fluoreszenzlicht gelangte iiber einen dichroischen Spiegel und einen Emissionsfilter auf
den Chip einer CCD-Kamera (ORCA C4742-95-12NRB oder —12ER, Hamamatsu, Enfield).
Die Kamera nahm das Licht mit einer rdumlichen Auflésung von 1280x1024 Pixel und ei-
ner Intensititsabstufung von 12 bit, d.h. 22=4096 Intensitéitsstufen, auf. Um eine héhere
Empfindlichkeit zu erreichen, z.B. um schnell bleichende, schwach fluoreszierende Objekte
aufzunehmen, konnten im sogenannten ,Binning“ mehrere Pixel des Chips zu einem Pixel
des Bildes zusammengefasst werden. Bei einem Binning von 2 wurden 2 - 2 = 4 Pixel des
Kamera-Chips zu einem Bildpunkt zusammengefasst, die rdumliche Auflésung betrug dann
640x512 Pixel.

Streulicht aus Bereichen oberhalb und unterhalb der Fokusebene fiihrt dazu, dal das mit ei-
nem nicht-konfokalen Fluoreszenz-Mikroskop aufgenommene Bild stets eine gewisse Unschér-
fe aufweist. In dem verwendeten Imaging-System wurde dieses Problem durch Dekonvolution
angegangen. Dazu wurde nicht ein Bild in der Fokus-Ebene aufgenommen sondern ein gan-
zer Stapel aus Bildern mit definiertem Abstand. Durch einen mathematischen Algorithmus
('nearest neighbor’-Algorithmus, Improvision, Tiibingen) konnte aus den im Stapel liegenden
Bildern das Streulicht der darunter und dariiber liegenden Ebenen herausgerechnet werden,
wobei ein virtuelles Pin-Hole die Menge des zu entfernenden Streulichts bestimmte. Auf diese
Weise erhélt man scharfere, quasi-konfokale Bilder.

Fiir die Mikroskopie wurden die Zellen entweder auf Deckglaschen der Grofie 1 oder auf
kommerziell erhéltlichen Glasboden-Kulturschalen mit Glaseinsatz Grofie 0 (MatTek, Ashland
USA) ausgeséit und, wie unter Abschnitt 3.2.9 beschrieben, transfiziert. Die mit dem EGFP-
bzw. ECFP-Vektoren transfizierten Zellen wurden 24 - 72 h nach Transfektion mikrosko-
piert. Um zu verhindern, dafl die sehr empfindlichen HEK-293-Zellen sich von der Oberflache
ablosen, wurde auf einen Wechsel des Mediums verzichtet.

Mit einem 40x (COS-7- und CHO-Zellen) bzw. 100x (HEK-293-Zellen) Olimmersionsobjek-

tiv (numerische Apertur der Linse 1.3; Brechungsindex des Mediums 1.515) wurden um die
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Fokus-Ebene zehn bis 100 Bilder mit einem Abstand von 0.2 ym aufgenommen. Die Anregung
erfolgte bei 435 nm (ECFP) bzw. 488 nm (EGFP). Aufgrund der z.T. sehr geringen Intensitét
der EGFP-Fluoreszenz erfolgten die Aufnahmen mit einem Kamera-Binning von zwei.

Fiir die Dekonvolution wiirde der 'nearest neighbor’-Algorithmus auf die Bilder in der Néhe
der Fokusebene angewendet, es wurden dabei fiinf benachbarte Ebenen beriicksichtigt. 50 -
70% des Streulichts wurden durch das virtuelle Pin-Hole entfernt.

3.4.1 Gerate

o Imaging System mit Openlab Software Version 3.0.9 (Improvision Systems, Tiibingen),

bestehend aus:

— Fluoreszenzmikroskop DM-IRBE oder IRB2 mit Piezo-Stepper (Leica, Solms)
— Monochromator II oder IV mit Lichtquelle (TILL Photonics, Miinchen)
— CCD-Kamera mit Camera Controller ORCA C4742-95-12NRB oder —12ER (Ha-

mamatsu, Enfield)
— Computer Macintosh G3 oder G4 (Apple)
— CD-Brenner (Lacie, Weil am Rhein oder Apple)

3.5 Fluorimetrie

3.5.1 Ratiometrisch-fluorimetrische Bestimmung der intrazelluldren
Calcium-Konzentration mit Fura-2/AM

Verinderungen der intrazelluliren Konzentration freier Ca?*-Ionen wurden, in Anlehnung
an die von Zhu et al. (1998) beschriebene Methode, mit dem Ca?*-sensitiven Fluoreszenz-
farbstoff Fura-2 verfolgt. Fiir die Messung wurde eine T75-Flasche HEK-293-Zellen mit ei-
ner Konfluenz zwischen 80 und 90%, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, abgelost und die
Zellen mit ECS+Ca?*gewaschen (5min, 500xg, RT). AnschlieBend wurden die Zellen in
1ml ECS+Ca?Tmit 4 uM Fura-2/AM aufgenommen, fiir 30 min bei 37°C inkubiert, erneut
in ECS+Ca?Tgewaschen (5min, 500xg, RT) und in einer Dichte von 2 - 105 Zellen/ml in
ECS+Ca?* resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in Aliquots von 2 ml bis zur Messung im
Dunkeln bei Raumtemperatur aufbewahrt. Vor jeder Messung wurden die Zellen zweimal mit
ECS-Ca’t gewaschen. Die Veridnderungen in der Fura-2-Fluoreszenz wurden in einem Hitachi
F-2000 Spektrofluorimeter verfolgt.

In einer Quartzkiivette wurden 2 ml Zellsuspension kontinuierlich geriihrt. Die Software des
Fluorimeters zeichnete dabei in 5s Intervallen die Emission bei 495 £10 nm nach wechselnder
Anregung bei 340 £10nm und 380 £10nm auf. Die intrazellulire Ca?*-Konzentration wurde
nach der Formel von Grynkiewicz et al. (1985) nach Kalibrierung mit 0.1% Triton X-100 fiir
das maximale Ratio und 8 mM EGTA / 60 mM Tris fiir das minimale Ratio errechnet.
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3.5.2 Ratiometrisch-fluorimetrische Bestimmung der Ca’*-Freisetzung aus
permeabilisierten Zellen

Die Permeabilisierung der HEK-293-Zellen erfolgte mit dem Detergenz Saponin. Saponine
sind Steroid-Glykoside, die sich im wesentlichen in der Zusammensetzung und Struktur ih-
rer Zuckerreste unterscheiden. Die Fahigkeit der Saponine Zellen zu permeabilisieren beruht
nicht auf ihren Detergenzeigenschaften, sondern auf ihrer Féhigkeit, Komplexe mit dem Cho-
lesterol in der Membran zu bilden, sogenannte Digitonide, Dadurch kommt es zu Storungen
der Membranstruktur, die man im Elektronenmikroskop als 40 — 50 A grofle Locher sichtbar
machen kann (Fiskum, 1985). Intrazellulire Membranen, wie die des ER und der Organel-
len unterscheiden sich in hrem Cholesterolgehalt von der Plasmamembran, so dafl die Sapo-
ninkonzentration so gewahlt werden kann, dafl die Plasmamembran permeabilisiert ER und
Organellen intakt bleiben (Fiskum, 1985).

Zum Permeabilisieren wurde eine T25-Flasche HEK-293-Zellen mit einer Konfluenz zwi-
schen 80 und 90%, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben, abgelost, die Zellen pelletiert (500xg,
5min, RT) und zweimal mit IZ-Puffer+Ca?*gewaschen (500xg, 5min, RT). Anschliefend
wurden die Zellen in Permeabilisierungspuffer aufgenommen und fiir 5min bei 37°C inku-
biert. Nach der Inkubation wurden die permeabilisierten Zellen pelletiert (500xg, 5 min, RT),
einmal mit 1Z-Puffer, nominal Ca?*-frei gewaschen und mit einer Dichte von 2- 107 Zellen/ml
in 1Z-Puffer, nominal Ca?"-frei aufgenommen. Zur Messung der Ca’t-Konzentration wur-
den in einer 2 ml-Quarz-Kiivette zu 1.5 ml der Suspension der permeabilisierten Zellen Fura-2
(freie Sdure, Endkonzentration 1 uM), Creatinkinase (Endkonzentration: 20 U/ml) und Crea-
tinphosphat (Endkonzentration: 20 mM) gegeben. Das Sedimentieren der Zellen wurde durch
leichtes Riihren verhindert. Die Verdnderungen in der Fura-2-Fluoreszenz wurden in einem
Hitachi F-2000 Spektrofluorimeter verfolgt. Die Software des Fluorimeters zeichnete dabei in
5s Intervallen die Emission bei 495 £10 nm nach wechselnder Anregung bei 340 £10 nm und
380 +£10 nm auf.

Nach Zugabe von ATP (Endkonzentration: 1 mM) nahm die Ration 340/380 als Folge der
Beladung der Speicher und damit der Entnahme von Ca?* aus dem extravesikulidren Raum
ab. Das System aus Creatinphosphat und Creatinkinase regeneriert das umgesetzte ATP.
Nach dem sich ein Plateau eingestellt hatte, wurde durch schrittweise Zugabe von Ins-1,4,5-
P3 das Ca’taus den Speichern freigesetzt. Die Freisetzung des restlichen in den permeabili-
sierten Zellen aufgenommenen Ca?t erfolgte durch Zugabe von 1M Ionomycin. Die Ca?*-
Konzentration wurde nach der Formel von Grynkiewicz et al. (1985) nach Kalibrierung mit
2mM CaCly fiir das maximale Ratio und 8 mM EGTA / 60 mM Tris fiir das minimale Ratio

errechnet.
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3.5.3 Fluorimetrische Bestimmung von Veranderungen des Potentials der
Plasmamembran mit DiBAC4(3)

Bei DiBAC4(3) (Molecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe) handelt es sich um einen soge-
nannten ’slow response’-Indikator mit geringer zeitlicher Auflosung aber hoher Sensitivitét,
der sich besonders fiir die Messung langsamer Anderungen des Membranpotentials in nicht-
erregbaren Zellen eignet (Epps et al., 1994). Die Messung des Membranpotentials mit Di-
BAC4(3) beruht darauf, da8 sich Bisoxonole, zu denen DiBAC4(3) gehort, abhéngig vom
Membranpotential zwischen intra- und extrazellularem Raum verteilen. Die Fluoreszenz von
DiBAC4(3) verdndert sich mit dem Proteingehalt der Losung. Aus diesem Grund muf die
Messung in einem proteinfreien Puffer durchgefiithrt werden, damit intrazellulares DIBAC4(3)
andere Fluoreszenzeigenschaften aufweist als extrazelluldres. Die erhobenen Daten wurden auf
das Ruhemembran-Potential und die maximale Depolarisation mit 1 M Gramicidin normiert
und als Anteil der maximalen Depolarisation angegeben.

Fiir die Messung wurden HEK-293-Zellen mit einer Konfluenz zwischen 80 und 90%, wie un-
ter 3.1.5 beschrieben, von der Kulturflasche abgelost und in ECS+Ca?T-BSA in einer Dichte
von 1-10° Zellen/ml aufgenommen. Die Veréinderungen der DiBAC4(3)-Fluoreszenz wurdein
einem Hitachi F-2000 Spektrofluorimeter verfolgt. In einer Quartzkiivette wurde 1 ml der Zell-
suspension mit 200 nM DiBAC4(3) versetzt und kontinuierlich gertihrt. Die Anregung erfolgte
bei 490 £10 nm, die Emission wurde bei 520 £10 nm gemessen. AnschlieBend wurde die Ein-
stellung eines stabilen Basiswertes abgewartet und die eigentliche Messung gestartet. 200s
nach Start wurde der Stimulus zugegeben und weitere 600 s spéater 1 uM Gramicidin A (Mo-
lecular Probes/Invitrogen, Karlsruhe). Nach Erreichen der maximalen Depolarisation wurde

die Messung beendet.

3.5.4 Puffer & Losungen

e Apamin: 1 mM in bidest Wasser

e ATP: 50mM ATP in IZ-Puffer, nominal Ca?*-frei

e CaCly-Losung: 250 mM CaCls in bidest. Wasser

o Creatinkinase: 5mg/ml (entspricht 4000 U/ml bei 37°C) in IZ-Puffer, nominal Ca?*-frei
« Creatinphosphat: 2M in 1Z-Puffer, nominal Ca?*-frei pH 7.2 (mit KOH)

« DiBAC4(3): 100mM DiBAC4(3) in DMSO

o ECS-Ca?*(extrazellulire Losung ohne Ca?t): 15mM HEPES pH 7.4 (mit NaOH);
140 mM NaCl; 5 mM KCI; 1 mM MgCly; 10 mM Glucose; 0.1% (w/v) BSA

o ECS+Ca’* (extrazellulire Losung mit Ca?*): 15 mM HEPES pH 7.4 (mit NaOH); 140 mM
NaCl; 5mM KCI; 1 mM MgCly; 10 mM Glucose; 0.1% (w/v) BSA; 1.8 mM CaCl,
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ECS+Ca?"-BSA (extrazellulire Losung mit Ca?t ohne BSA): 15mM HEPES pH 7.4
(mit NaOH); 140 mM NaCl; 5mM KCI; 1 mM MgCly; 10 mM Glucose; 1.8 mM CaCls

o Fura-2/AM: 1 mg/ml Fura-2/AM in wasserfreiem DMSO
o Fura-2, freie Sdure: 1 mg/ml in bidest. Wasser
e Gramicidin: 100 mM Gramicidin A in DMSO

o 1Z-Puffer+Ca?*: 10 mM HEPES pH 7.2 (mit KOH); 120 mM KCl; 10 mM NaCl, 1.2 mM
MgCly; 1mM EGTA; 0.533 mM CaCly; freie Ca?t-Konzentration 170 nM (berechnet mit
MaxChelator, Patton et al. (2004))

o 1Z-Puffer, nominal Ca?*-frei: 10 mM HEPES pH 7.2 (mit KOH); 120 mM KCI; 10 mM
NaCl, 1.2mM MgCly in bidest. Wasser (die freie Mg?t-Konzentration betrigt nach
Zugabe von 1 mM ATP etwa 300 nM, berechnet mit MaxChelator, Patton et al. (2004))

o 1Z-Puffer mit Cs*, nominal Ca?*-frei: 10 mM HEPES pH 7.2 (mit KOH); 120 mM CsCl;
10 mM NaCl, 1.2mM MgCl, in bidest. Wasser

o JTonomycin: 1 mg/ml Ionomycin in DMSO

e Ins-1,4,5-P3: 2mM Ins-1,4,5-P3 in bidest. Wasser

« Permeabilisierungspuffer: 1Z-Puffer+Ca?*mit 80 ug/ml Saponin
o Tris/EGTA-Losung: 3M Tris (pH 7.4 mit HCI); 400 mM EGTA

3.5.5 Gerate

o Fluoreszenz-Spektrophotometer Hitachi F-2000 (Colora Messtechnik, Lorch)
o Quarzkiivetten 2ml Volumen , 10 mm Schichtdicke (Hellma, Miihlheim/Baden)

3.6 Elektrophysiologie

3.6.1 Patch-clamp-Technik

Die von Neher und Sakman entwickelte Patch-clamp-Methode ermoglicht das Messen der
Strome durch die Membran einzelner Zellen und unter optimalen Bedingungen sogar der
Stréme einzelner Ionenkanéle (Hamill et al., 1981).

Bei der Patch-clamp-Technik wird eine Glaskapillare mit einem Miindungsdurchmesser von
etwa 1 pm in so engen Kontakt zur Membran der Zelle gebracht, daf§ der elektrische Wi-
derstand zwischen einer Ag/AgCl-Elektrode im Innern der Kapillare und der umgebenden
Losung im G$2-Bereich liegt (Gigaseal). Durch Anlegen von Unterdruck an die Patchpipette
kann nun die Membran unter der Pipettenmiindung eréffnet werden, was bei Erhalt des Gi-
gaseal eine niederohmige elektrische Verbindung zum Zellinneren erlaubt (Ganzzellableitung
oder Whole-cell-Konfiguration, s. Abb 3.6.4).
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Legt man zwischen die Elektrode in der Kapillare und die Badelektrode eine Spannung, so
fliefft ein Strom iiber die Membran der Zelle. Dieser Strom hat einen Spannungsabfall {iber
dem Widerstand der Zellmembran R, zur Folge. Da der Sealwiderstand R, sehr viel grofler
ist als der Membranwiderstand R,,, kann auf diese Weise die Membran der Zelle auf ein be-
stimmtes Potential V,, geklemmt werden. Ein geringer Serienwiderstand Rg erlaubt es, die
Membran sehr schnell auf ein bestimmter Potential zu klemmen (unkompensierte Zeitkon-
stante der Umladung: 7=Rg x C,). Um bei einem Spannungsklemmen-Experiment (auch
Voltage clamp) die Spannung iiber der Zellmembran konstant zu halten, ist die Elektrode in
der Pipette mit dem Eingang eines Differenzverstéarkers verbunden, an dessen zweiten Eingang
ein Kommandopotential (V.) gelegt wird. Ein Unterschied zwischen V,, und V. fiihrt dazu,
daf} iiber den Riickkopplungswiderstand R ein Strom flieit, wodurch sich der Spannungsab-
fall iiber R, und damit das Membranpotential V,, in Richtung auf das Kommandopotential

V. dndern. Das Signal am Ausgang des Verstéarkers ist dem Klemmstrom proportional.

3.6.2 Messstand

Die Messapparatur war auf einem schwingungsgedampften Tisch in einem geerdeten Faraday-
kéfig aufgebaut. In dem Faradaykéfig befand sich ein Axiovert Invers-Mikroskop (Zeiss, Jena)
mit Phasenkontrast-Einrichtung und einer Lichquelle. Der Kreuztisch des Mikroskops enthielt
eine fiir 35 mm-Kulturschalen passende Halterung. Die direkt am Vorverstirker befestigte Pi-
pette konnte durch einen Mikromanipulator mit Schrittmotoren bewegt werden. Um Schmutz
von der Pipettenspitze fernzuhalten wurde ein leichter Uberdruck auf die Pipette gegeben.
Der Druck in der Pipette wurde tiber einen Schlauch und einen Dreiwegehahn angelegt, wobei

zur Kontrolle des Drucks ein Manometer diente.

3.6.3 Pipetten und Elektroden

Die verwendeten Pipetten wurden aus Borosilikat-Glaskapillaren mit einem Durchmesser von
1.5mm (GB 150 T, Science Products GmbH, Hofheim) mit Hilfe eines vertikal ziehenden
Pullers am jeweiligen Messtag hergestellt. Nach Hitzepolierung wurde die Kapillare mit in-
trazelluldrer Losung befiillt und mit Sigmacote (Sigma, Deisenhofen) beschichtet . Die Pipette
wurde in einen Elektrodenhalter mit BNC-Anschluf} eingesetzt. Die Elektrode bestand aus
einem Silberdraht, der mit einer AgCl-Schicht iiberzogen wurde, um eine Polarisierung der
Elektrode zu verhindern. Der Widerstand der Patch-Pipette lag mit den verwendeten Losun-

gen im Bereich 3 — 6 M{2. Als Referenzelektrode wurde eine Agarbriicke verwendet.
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3.6.4 Verstarker und Messtechnik

Die vom Vorverstarker aufgenommenen Signale wurden an den Patch-clamp-Verstiarker EPC-9
weitergegeben. Die Steuerung des Verstérkers und die Aufnahme der Daten erfolgte mit der
Software PULSE (HEKA, Lamprecht). Pipettenkapazitét C, und Membrankapazitat C, wur-
den durch die dafiir vorgesehenen Kompensationsmechanismen des Verstarkers mit schnel-
ler (Cfast) und langsamer Zeitkonstante (Cso) kompensiert. Die Membrankapazitaten von
HEK-293-Zellen lag typischerweise bei 15 — 20 pF, die der kleineren Jurkat-Zellen bei etwa
9pF.

Klemmstrom
— NN\
Pipette / +
Bad-
Elektrode Soll-
I spannung
Impuls-
1 i generator

Zelle

Abbildung 3.1: a) Ersatzschaltbild von Patch-Pipette und Zelle. Die passiven elektrischen Ei-
genschaften der Zellmembran sind als elektrische Bauelemente wiedergegeben. C, Pipettenkapazitét,
Cy, Membrankapazitét, R, Sealwiderstand, R,, Membranwiderstand, Rg Serienwiderstand. b) Sche-
matische Darstellung eines Patch-clamp-Experiments in der whole-cell-Konfiguration.
Der Verstérker sorgt iiber einen Regelkreis dafiir, daf§ die Spannung mit Hilfe des Klemmstroms auf
dem eingestellten Wert gehalten wird. Offnen sich Ionenkanile in der Zellmembran, so &ndert sich

der Klemmstrom proportional zum Strom durch die Tonenkanéle (verdndert nach Gebauer (2003) und
Hauber (2003)).
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50 - 70 % des Serienwiderstandes wurden mit Hilfe der entsprechenden Funktion des Verstar-
kers kompensiert. Das analoge Messsignal wurde mit einer Frequenz von 10 kHz digitalisiert
und zur weiteren Verarbeitung auf der Festplatte gespeichert. Fiir die Darstellung der Daten

wurde eine nachtragliche Filterung mit 1 kHz durchgefiihrt.

3.6.5 Ganzzellableitungen an HEK-293- und Jurkat-Zellen

Alle Experimente wurden als Ganzzellableitung im Spannungsklemmen-Modus durchgefiihrt.

HEK-293-Zellen wurden am Tag vor dem Experiment, wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben,
im Verhaltnis 1:20 in 35 mm Kulturschalen umgesetzt. Die Zellen wurden vor dem Experi-
ment zweimal mit extrazellularer Losung gewaschen und bei RT in extrazelluldrer Losung
gemessen. Nach dem Durchbrechen in den Whole-cell-Modus wurden die Zellen bei -60 mV
gehalten und alle 2 s wurde das Membranpotential in einer Rampe (250ms) von -120 mV bis
4100 mV variiert.

Jurkat-Zellen wurden vor Beginn des Experiments zur Adhésion fiir 5 min bei 37°C auf mit
Poly-L-Lysin beschichteten 35 mm-Kulturschalen inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen
vor dem Experiment zweimal mit extrazellularer Losung gewaschen und bei RT in extrazellu-
larer Losung gemessen. Nach dem Durchbrechen in den Whole-cell-Modus wurden die Zellen
bei -60 mV gehalten und alle 20 s wurde das Membranpotential in einer Rampe (250ms) von
-100 mV bis 4100 mV variiert.

3.6.6 Puffer & Losungen

o flir HEK-293-Zellen:

— Extrazellulare Losung: 156 mM NaCl; 5 mM CaClsy; 10 mM Glucose; 10 mM HEPES
(pH 7.4 mit NaOH)

— Pipetten-Losung: 156 mM CsCl; 1 mM MgCly; 10 mM HEPES (pH 7.2 mit NaOH);
10mM EGTA; kein freies Ca’™

— Pipetten-Losung: 156 mM CsCl; 1 mM MgCly; 10 mM HEPES (pH 7.2 mit NaOH);
10mM EGTA; 8.89 mM CaCly; freie Ca?t-Konzentration 10 uM (berechnet mit
MaxChelator, Patton et al. (2004))

o flir JMP-Zellen:

— Extrazellulare Losung: 145 mM NaCl; 2.8 mM KCI; 2mM MgCly; 1mM CaCls;
10 mM Glucose; 10 mM HEPES (pH 7.2 mit NaOH)
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— Pipetten-Losung: 145 mM Glutamat, Kalium-Salz; 8 mM NaCl; 1 mM MgCly; 10 mM
EGTA; 3.34mM CaCly; pH 7.2 (mit NaOH); freie Ca?T-Konzentration 100 nM
(berechnet mit MaxChelator, Patton et al. (2004))

3.6.7 Gerate

o Computer Macintosh G3 (Apple) mit PULSE-Software (HEKA Elektronik, Lambrecht)

DMZ Puller (Zeitz-Instrumente, Augsburg)

Mikromanipulator (Luigs und Neumann, Ratingen)

Mikroskop Zeiss Axiovert 35 (Zeiss, Jena)

Patch-clamp-Verstarker EPC-9 (HEKA Elektronik, Lambrecht)




4 Ergebnisse

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit beschreibt die Klonierung verschiedener Splicevarianten
des Ionenkanals TRPM4, die Bestimmung der subzellularen Lokalisation dieser Splicevarian-
ten und deren funktionale Charakterisierung mit Hilfe fluorimetrischer und elektrophysiolo-
gischer Methoden. Der zweite Teil stellt elektrophysiologische Untersuchungen zur Pharma-
kologie des endogen in Jurkat T-Lymphozyten exprimierten Ionenkanals TRPM?2 dar.

4.1 Analyse der Expression von TRPM4 in HEK-293-Zellen

Die Expression von TRPM4 in HEK293-Zellen wurden in Gesamt-RNA aus HEK-293-Zellen
mittels RT-PCR untersucht. Es wurden zwei unterschiedliche RT-PCR-Reaktionen durchge-
fiihrt, eine gegen das 5’-Ende des Transkripts und eine gegen das 3’-Ende. Die dabei ver-
wendeten Primer (s. Abb. 4.1) wurden so gewéhlt, daf die Amplifikate Bereiche der mRNA
umfassen, fiir die alternatives Splicing beschrieben wurde (Launay et al., 2002; Xu et al.,
2001).

Bei Untersuchung des 5’-Endes wurden zwei Amplifikate erhalten. Davon hatte eins eine
Lénge von 667 bp und entsprach dem konventionell gesplicten Transkript und das andere
stellte mit 311 bp ein trunkiertes Transkript dar, in dem die Exons 3 und 4 durch alternatives
Splicing deletiert waren. Dieses verkiirzte Transkript kodierte fiir TRPM4a (s. Abb. 4.1 unten
links). Daneben waren zwei deutlich schwéchere Amplifikate zu erkennen, deren Identitét nicht
bestimmt wurde. Fiir das 3-Ende wurden ebenfalls zwei Amplifikate erhalten, eins von 2133
bp, das dem konventionellen Transkript entsprach, und eins mit einer Lénge von 1698 bp, das
einem Transkript entsprach, in dem Exon 17 durch alternatives Splicing deletiert wurde. Das
verkiirzte Transkript kodierte fiir TRPM4c (s. Abb. 4.1 unten rechts). Uber die Expression
des vollstandigen Transkripts fiir TRPM4b kann anhand der Ergebnisse der RT-PCR keine
Aussage gemacht werden. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der RT-PCR-Experimente,
dafl in HEK-293-Zellen die Transkripte fiir TRPM4a und TRPM4c koexprimiert wurden.

Die Expression der Proteinprodukte der unterschiedlich gesplicten mRNAs wurde durch
Praparation von Membranfraktionen und Western-Blot-Analyse mit einem affinitatsgereinig-
ten Peptidantikorper gegen TRPM4 untersucht. Das Epitop, gegen das der Antikérper gerich-
tet war, lag dabei in einem Bereich, den die Proteinprodukte aller bekannten Splicevarianten
enthalten. Die Unterscheidung der Proteinprodukte der unterschiedlich gesplicten mRNAs

erfolgte auf Grund des Laufverhaltens in der Elektrophorese.
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Abbildung 4.1: Splicing der Transkripte des humanen TRPM4-Gens und Analyse der Ex-
pression in HEK293-Zellen mittels RT-PCR. (A) Intron/Exon-Struktur des humanen TRPM4-
Gens. Linien deuten das Splicing der Exons zum fertigen Transkript an. Es sind drei verschiedene Tran-
skripte mit den von ihnen kodierten Proteinprodukten TRPM4a, TRPM4b und TRPM4c dargestellt.
Die mit S1 bis S6 gekennzeichneten Bereiche zeigen die vorhergesagten Transmembran-Helices (siehe
dazu Xu et al. (2001)). Die Pore wird mutmaflich durch einen Bereich zwischen den Transmembran-
Helices S5 und S6 gebildet. In TRPM4c fehlen die Transmembran-Helices S2 und S3. (B) Analyse der
Expression von unterschiedlich gesplicten TRPM4-Transkripten in HEK293-Zellen mittels RT-PCR.
Fiir die RT-PCR wurde Gesamt-RNA eingesetzt. Die Bindungstellen der jeweils verwendeten Primer
sind in den Transkripten durch Pfeile in der entsprechenden Farbe gekennzeichnet. RT+ RT-PCR-
Ansitze mit Reverser Transkriptase, RT- Ansétze bei denen die Reverse Transkriptase hitzeinaktiviert
wurde. ML Marker 100 bp ladder plus
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TRPM4b liele sich dabei auf Grund des Groflenunterschiedes - 134 kDa gegeniiber 116
kDa (TRPM4a) bzw. 119 kDa (TRPM4c) - von den beiden anderen Isoformen unterscheiden.
Die Differenzierung zwischen TRPM4a und TRPM4c wire hingegen schwierig. Als Positiv-
kontrolle fiir die Westernblot-Experimente wurden Membranpréaparationen aus TRPM4a und
TRPM4b stabil iiberexprimierender HEK-293-Zellinien verwendet (s. Abschnitt 4.3.1).

In der Membranfraktion aus wt-HEK293-Zellen konnte keine Expression des Proteins nach-
gewiesen werden (s. Abb. 4.8b und Abb. 4.9b). Dabei lag die Expression moglicherweise
unterhalb des Detektionslimits der verwendeten Methode, weswegen eine geringe endogene
Expression nicht vollkommen ausgeschlossen werden konnte.

Fir TRPM4b zeigte die funktionelle Analyse im Patch-clamp-Experiment, dal wt-HEK-
293-Zellen keine durch Ca2t aktivierten Strome mit der fiir Uberexpression von TRPM4b
publizierten Charakteristik besaflen (s. Abschnitt 4.3.2, Abb. 4.10). Damit stimmen die vor-
liegenden Ergebisse mit denen von Nilius et al. (2003) iiberein. Diese sahen funktionell und im
Northern-Blot ebenfalls keine Expression in HEK293-Zellen. Diese Zellen sind somit, obwohl
in der RT-PCR fiir TRPM4 positiv, ein geeignetes System fiir die Untersuchung von TRPM4

durch Uberexpression.

4.1.1 Klonierung der TRPM4a-cDNA aus HEK-293-Zellen

Die Synthese der cDNA mit dem gesamten kodierenden Bereich (CDS) fiir TRPM4a erfolgte
in mehreren Schritten. Die Vorgehensweise bei der Klonierung ist in Abb. 4.2 schematisch
dargestellt. Mit Hilfe des Primerpaars FL.J20041/1 und FLJ20041-3" wurde durch RT-PCR
aus der Gesamt-RNA von HEK-293-Zellen ein 1.7 kb langes Fragment aus dem 5’-Bereich
von TRPM4a und mit dem Primerpaar FLJ20041/2 und FLJ20041/rev 2 ein 2.5 kb lan-
ges Fragment aus dem 3’-Ende von TRPM4c amplifiziert. Beide Fragmente wurden durch
TA-Klonierung in den Vektor pGEM-T easy eingebracht und vermehrt. Um aus den beiden
Fragmenten die vollstéandige Protein-kodierende Sequenz (CDS) zu rekombinieren, wurde ei-
ne HindlIII-Schnittstelle (Position 1350) genutzt, die sich in dem Bereich befand, in dem die
beiden Fragmente tiberlappten.

Die Sequenzierung des Konstruktes zeigte, dafl eine Mutation vorhanden war, die den Ami-
nosaureaustausch Y53C zur Folge hatte. Die Mutation wurde durch QuikChange Mutagenese
mit den Primern TRPM4/Mut A und TRPM4/Mut B revertiert. Zur Konstruktion der CDS
von TRPM4a wurde das fehlende Exon 17 integriert. Dazu wurde zunéchst per PCR ein
Exon 17 umschlieender Bereich aus humaner genomischer DNA amplifiziert. Das Ampli-
con wurde in pGEM-T easy kloniert und die Sequenz iiberpriift. Nach einem modifizierten
QuikChange-Protokoll, das als Fusion-PCR bezeichnet wird, wurde Exon 17 in die cDNA
von TRPM4aA15 inseriert. Alle iiberpriiften Klonen wiesen Mutationen im Bereich der fiir
die Insertion verwendeten Primer auf, die auf fehlerhafte Synthese der sehr langen Oligo-

Nukleotide zuriickzufiihren waren. Aus zwei Klonen mit halbseitig korrekter Sequenz wurde
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Abbildung 4.2: Klonierungsschema fiir das offene Leseraster unterschiedlich gesplicter
TRPM4-Transkripte. Aus Gesamt-RNA von HEK293-Zellen wurden zwei iiberlappende Fragmente
aus dem 5’-Ende von TRPM4a und dem 3’-Ende von TRPM4c amplifiziert und iiber eine im Bereich der
Uberlappung befindliche HindIII-Schnittstelle rekombiniert. Das Konstrukt wurde als TRPM4aA15
bezeichnet. Das fehlende Exon 17 wurde mit in den umliegenden Introns bindenden Primern aus hu-
maner, genomischer DNA amplifiziert, kloniert und sequenziert. AnschlieBend wurde das Exon 17
mit einer PCR-basierten Megaprimer-Insertionsmutagenese in TRPM4aA15 integriert. Auf diese Wei-
se wurde das vollstdndige offene Leseraster von TRPM4a erhalten. Um zum offenen Leseraster von
TRPM4b und TRPM4c zu kommen, wurde der 5-Bereich dieser Transkripte mittels RT-PCR am-
plifiziert, kloniert, sequenziert und iiber eine BspEI-Schnittstelle mit den zuvor klonierten CDS von
TRPM4a bzw. TRPM4aA15 rekombiniert.
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durch Rekombination iiber die in Exon 17 gelegene Xmal Schnittstelle ein Konstrukt der
TRPM4a-CDS mit korrekter Sequenz generiert.

4.1.2 Konstruktion von Vektoren fur die subzellulare Lokalisation und
funktionale Uberexpression von TRPM4-Splicevarianten

Waihrend lonenkanéle in der Plasmamembran fiir die Untersuchung mit der Patch-clamp-
Methode gut geeignet sind, sind intrazellular lokalisierte Ionenkanéle nur schwer zuganglich
und missen daher mit anderen Methoden untersucht werden. Dariiber hinaus spielt beim
Transport in die Plasmamembran haufig die Multimerisierung eine wichtige Rolle. Ist fiir den
Zusammenbau zum funktionsfiahigen Kanal ein Multimerisierungspartner erforderlich, der im
untersuchten Zellsystem nicht exprimiert wird, so kann es zur Retardation im ER kommen.
Die Lokalisation ist also ein wichtiger Parameter bei der funktionellen Charakterisierung
eines Tonenkanals. Zu Beginn der Arbeit stand kein Antikérper gegen TRPM4 zur Verfiigung.
Aus diesem Grund wurden die Kanéle zur Untersuchung der subzelluldren Lokalisation als
Fusionsprotein mit EGFP exprimiert.

Grundlage zur Konstruktion von Expressionsvektoren fiir Fusionsproteine aus TRPM4
und EGFP waren die beiden Vektoren pEGFP-N1 und pEGFP-C1. Zur Herstellung eines
Vektors zur Expression von TRPM4a mit C-terminalem EGFP wurde mit Hilfe der Primer
TRPM4/Sal/5’/N und TRPM4/Bam/3’/N das offene Leseraster von TRPM4a amplifiziert,
die durch die Primer eingebrachten Restriktions-Schnittstellen wurden mit Sall und BamHI
verdaut und das Amplikon {iber diese Schnittstellen in die MCS von pEGFP-N1 eingebaut.
Der entstandene Vektor pEGFP-N1-TRPM4a enthielt, wie in Abb. 4.3 gezeigt, ein kurzes
Stiick des 5’-UTR, sowie die urspriingliche Initiationssequenz von TRPM4a. Im exprimierten
Fusionsprotein sind TRPM4a und EGFP iiber eine acht Aminoséuren lange Linker-Sequenz
miteinander verbunden. Auf die gleiche Art und Weise wurde ausgehend von TRPM4aA15
der Expressionsvektor pEGFP-N1-TRPM4aA15 erzeugt.

Um Vektoren fiir die Expression von TRPM4b und TRPM4c¢ mit C-terminalem EGFP zu
erhalten, wurde, wie im unteren Teil von Abb. 4.2 gezeigt, aus Gesamt-RNA von HEK293-
Zellen ein Fragment des 5’-Endes von TRPM4b /c amplifiziert, in pGEM-T easy kloniert und
mit Hilfe von Sall und BspEl in pEGFP-N1-TRPM4a bzw. pEGFP-N1-TRPM4A15 einge-
figt. Wie pEGFP-N1-TRPM4a enthielten die Vektoren pEGFP-N1-TRPM4b und pEGFP-
N1-TRPM4c ein Stiick des 5’-UTR, sowie die urspriingliche Initiationssequenz von TRPM4b /c.
In den exprimierten Fusionsproteinen waren TRPM4b/c und EGFP ebenfalls iiber eine acht
Aminosauren lange Linker-Sequenz miteinander verbunden.

Zur Herstellung eines Vektors flir die Expression von TRPM4a mit N-terminalem EGEFP
wurde mit Hilfe der Primer TRPM4/Sal/5’/C und pcDNA antisense das offene Leseraster
von TRPM4a aus dem Vektor pcDNA3-TRPM4a amplifiziert, mit Sall und BamHI verdaut
und iiber die entsprechenden Schnittstellen in die MCS von pEGFP-C1 eingebracht.
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Abbildung 4.3: Vektoren fiir die Expression der TRPM4-Spliceformen als Fusionsprotein
mit C-terminalem EGFP. (A) Die Vektoren basieren auf dem Vektor pEGFP-N1 der Fa. Clontech.
(B) Zur Konstruktion von pEGFP-N1-TRPM4a wurde mit Hilfe der Primer TRPM4/Sal/5’/N und
TRPM4/Bam/3’/N ein Bereich von TRPM4a amplifiziert, der die TRPM4a-kodierende Sequenz ohne
das Stop-Codon umfasst. Nach Verdau mit Sall und BamHI wurde das Amplifikat in die MCS von
pEGFP-N1 ligiert. (C) Fir die Konstruktion von pEGFP-N1-TRPM4b und pEGFP-N1-TRPM4c
wurde mit Hilfe der Primer 4b-Sall-fw und 4b-rev der fehlende Bereich amplifiziert und nach Verdau
mit Sall und BspElI zwischen die MCS und die im N-terminalen Bereich von TRPM4a befindliche

BspEI-Schnittstelle kloniert. Alle N-terminalen Fusionsproteine weisen einen acht Aminoséuren langen

Linker zwischen TRPM4 und EGFP auf.
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Abbildung 4.4: Vektor fiir die Expression von TRPM4a als Fusionsprotein mit N-
terminalem EGFP. (A) Der Vektor basiert auf pEGFP-C1 der Fa. Clontech. (B) Zur Konstruktion
von pEGFP-C1-TRPM4a wurde mit Hilfe der Primer TRPM4/Sal/5’/C und TRPM4/rev ein Bereich
von TRPM4a amplifiziert, der die CDS ohne das Start-ATG umfasst. Nach Verdau mit Sall und
BamHI wurde dieser in die MCS von pEGFP-C1 ligiert. Das C-terminale Fusionsprotein weist einen
15 Aminoséuren langen Linker zwischen EGFP und TRPM4a auf.

In pEGFP-C1-TRPM4a sind, wie in Abb. 4.4 zu sehen, EGFP und TRPM4a tiber eine neun
Aminosauren lange Linker-Sequenz miteinander verbunden. Das offene Leseraster wird durch
die urspriingliche Stop-Sequenz von TRPM4a abgeschlossen. Fiir die Generierung stabiler
Zellinien wurden von den pEGFP-N1-TRPM4-Vektoren ausgehend Vektoren konstruiert, die
TRPM4 ohne EGFP exprimierten. Dies war notwendig, weil (i) EGFP mit der fluorimetri-
schen Ca?t-Messung mit Fura2 interferiert und (ii) ein EinfluB von EGFP auf die Funktion
des ITonenkanals nicht ausgeschlossen werden konnte. Ein Bereich zwischen dem 3’-Ende der
CDS von TRPM4 und der Polyadenylierungstelle wurde mit Ascl und Xbal herausgeschnit-
ten und durch einen Bereich aus pcDNA-TRPM4a ersetzt, der das urspriingliche Stop-Codon
enthielt und der ebenfalls zwischen einer Ascl und einer Xbal-Schnittstelle lag. Um die Vek-
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toren mit Xbal schneiden zu koénnen, mufiten diese zuvor in dem Bakterien-Stamm SCS110
amplifiziert werden, da Xbal durch tiberlappende dam-Methylierung blockiert wird.

Die entstandenen Expressionsvektoren waren mit Grofen von 7.4 kb (pTRPM4a) und 7.9kb
(pTRPM4b) verhéltnismafig klein, da sie eine gemeinsame Resistenzkassette fiir die Selektion

in Pro- und Eukaryonten nutzen.

4.2 Lokalisation von TRPM4-Splicevarianten durch Expression als

EGFP-Fusionsprotein in eukaryotischen Zellinien

Zur Untersuchung der Lokalisation von TRPM4-Splicevarianten wurden die eukaryontischen
Zellinien HEK-293, COS-7 und CHO mittels Calciumphosphat-Prézipitation mit Expressi-
onsvektoren flir KGFP-Fusionsproteine der Kanile transfiziert. Zum Vergleich wurden Zellen
mit den Lokalisationsvektoren fiir die Plasmamembran (pECFP-Mem) und das endoplasma-
tische Retikulum (pECFP-ER) transfiziert. Die transfizierten Zellen wurden 24 bis 72 h nach

Transfektion fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

4.2.1 TRPMA4b ist in der Plasmamembran lokalisiert

Die mit den Expressionsvektor pEGFP-N1-TRPM4b transfizierten Zellen zeigten eine schwa-
che Farbung der Plasmamembran, sowie kleinerer, punktformiger Strukturen im Cytoplasma.
In einigen Zellen war dariiber hinaus die Farbung einer kappenartig auf dem Kern aufsitzenden
Struktur zu beobachten, dies ist besonders gut in Abb. 4.5b zu erkennen. Der Vergleich mit
Publikationen in denen Transportstrukturen der Zelle gefarbt bzw. per Video-Mikroskopie
an vitalen Zellen verfolgt wurden (Alberts et al., 2002; Hirschberg et al., 1998), legt die
Vermutung nahe, daff es sich bei den beobachteten Strukturen um Golgi-Apparat und Trans-

portvesikel vom trans-Golgi zur Plasmamembran handelte.

4.2.2 TRPM4a und TRPM4c werden im Endomembransystem zuriickgehalten

Die mit den Expressionsvektor pEGFP-N1-TRPM4a (s. Abb. 4.6b+c) bzw. pEGFP-C1-
TRPM4a (s. Abb. 4.6a) transfizierten Zellen zeigten eine deutliche Férbung der Kernhiil-
le, sowie retikularer Strukturen innerhalb des Cytoplasma. Der Vergleich mit den mit den
Lokalisations-Vektoren pECFP-ER (s. Abb. 4.6d) und pECFP-Mem (s. Abb. 4.6 ¢) transfi-
zierten Zellen legt die Vermutung nahe, dafl es sich bei diesen Strukturen um das endoplas-
matische Retikulum der Zellen handelt.
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a) CHO-Zellen mit pPGFP-N1-TRPM4b

b) COS-7-Zellen mit pGFP-N1-TRPM4b

c) HEK293-Zellen mit pGFP-N1-TRPM4b

Abbildung 4.5: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzelluliren Lokalisation von
TRPM4b in Zellen, die transient N-terminale TRPM4b-EGFP-Fusionsproteine exprimie-
ren. CHO- (a) und COS-7-Zellen (b) wurden mit pEGFP-N1-TRPM4b transfiziert und nach 24-48 h
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. HEK293-Zellen wurden transient mit pEGFP-N1-TRPM4b (c)
transfiziert und nach 24-72h fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Man sieht in den TRPM4b-EGFP
exprimierenden Zellen eine schwache Farbung der Plasmamembran, am besten in den sehr groflen und
stark gespreiteten COS-7-Zellen zu erkennen. Dartiber hinaus sind Vesikel zu erkennen, bei denen es
sich vermutlich um Transportvesikel zwischen den zelluldren Kompartimenten handelt. In den COS-7-
aber auch in den CHO-Zellen erkennt man eine intensiv leuchtende Struktur in der Nahe des Kerns,

bei der es sich um den Golgi-Apparat handelt, der in diesen Zellen haufig in Kernnéhe lokalisiert ist.




Ergebnisse 50

a) HEK293 mit pEGFP-C1-TRPM4a b) HEK293 mit pEGFP-N1-TRPM4a

d) HEK293 mit pECFP-ER

e) HEK293 mit pECFP-Mem

Abbildung 4.6: Fluoreszenzmikroskopische Analyse der subzelluliren Lokalisation von
TRPM4a in Zellen die transient N- oder C-terminale TRPM4a-EGFP-Fusionsproteine
exprimieren. HEK293-Zellen wurden transient mit pEGFP-C1-TRPM4a (a) oder pEGFP-N1-
TRPM4a (b) transfiziert und nach 24 — 72h fluoreszenzmikroskopisch untersucht. CHO-Zellen wurden
mit pEGFP-N1-TRPM4a (c) transfiziert und nach 24 — 48 h fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Zum
Vergleich sind HEK293-Zellen dargestellt, die mit zwei kommerziellen Lokalisationsvektoren transfi-
ziert wurden, die ECFP-Varianten kodieren, die entweder das ER (pECFP-ER, d) oder die Plasma-
membran (pECFP-Mem, e) markieren. Man sieht in den TRPM4a-EGFP exprimierenden HEK293 und
CHO-Zellen eine deutliche Farbung der Kernhiille, sowie einer retikuldren Struktur im Cytoplasma,
die mit der Farbung des ER in den pECFP-ER transfizierten Zellen vergleichbar ist. Die Lokalisation

ist unabhéngig davon, ob es sich um ein N- oder C-terminales Fusionsprotein handelt.
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4.3 Funktionelle Uberexpression von TRPM4 in HEK-293-Zellen

4.3.1 Generierung stabiler Zellinien und Nachweis der Expression

Zur funktionellen Analyse wurden stabile HEK-293-Klone generiert, die entweder TRPM4a
oder TRPM4b stabil iiberexprimieren. HEK-293-Zellen wurden mittels Calciumphosphat-
Prazipitation mit den Vektoren pTRPM4a, pTRPM4b bzw. pTRPM4c transfiziert. Die Zellen
wurden anschlieffend mit dem Antibiotikum Geniticin selektioniert. Nach zwei Wochen konnte
davon ausgegangen werden, dafl Zellen mit episomalem Vektor diesen verloren haben. Alle
verbliebenen Antibiotika-resistenten Zellen hatten den Vektor in das Genom integriert. Mittels
Limiting Dilution wurden aus der selektionierten Kultur zellulare Klone gewonnen.

Die so erhaltenen Klone wurden in zwei Schritten auf die Expression von exogenem TRPM4
untersucht. Im ersten Schritt wurde aus jeweils neun Klonen pro Splice-Variante Gesamt-RNA
isoliert und mittels RT-PCR auf die Expression des rekombinanten Transkripts untersucht.
Wie in Abb. 4.7 gezeigt, band der vorwérts-Primer innerhalb des offenen Leserasters von
TRPM4, wahrend der riickwéarts-Primer nach dem Stop-Codon, in einem Bereich des Tran-
skripts band, der aus dem Vektor stammte. Auf diese Weise wurden nur Transkripte des
rekombinanten TRPM4, nicht jedoch endogene Transkripte amplifiziert. Aus den Klonen mit
Expression des Transkripts wurden anschlieend Membranprotein-Fraktionen prapariert. Die
Membranpraparationen wurden mittels Westernblot-Analyse mit einem affinitdtsgereinigten

Antikorper auf die Expression des Proteins untersucht.

Poly-A-
BamHI Xba | Signal
L, subkloniertaus |
pcDNA
FLJ20041/7 TRPM4fec

Abbildung 4.7: Unterscheidung zwischen iiberexprimierten TRPM4-Transkripten und
endogenen Transkripten in der RT-PCR. Die von den pTRPM4-Vektoren transkribierten
mRNAs unterschieden sich von endogenen Transkripten durch einen nicht translatierten Bereich zwi-
schen der 3’-UTR von TRPM4 und dem Poly-A-Ende, der aus einem subklonierten Anteil des Vektors
pcDNA3 und einem Teil des Ausgangsvektor pEGFP-N1 bestand. Um bei der Analyse der Klone aus
der limiting Dilution zwischen endogenen und iiberexprimierten Transkripten zu unterscheiden, wurde

der reverse-Primer TRPM4 /rec so gewihlt, dafl er gegen diesen Bereich gerichtet war.

Sechs der neun analysierten pTRPM4b-transfizierten Klone bildeten das rekombinante
Transkript. In drei dieser Klone gelang im Western-Blot der Nachweis der Proteinexpressi-
on (s. Abb 4.8). Insgesamt wurden drei stabile HEK-293-Zellklone mit unterschiedlich hoher
TRPM4b-Expression erhalten. Im Gegensatz zu der von Launay et al. (2002) generierten,
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Tetracyclin-induzierbaren Zellinie, die TRPM4b mit Flag-Tag exprimiert, exprimieren diese
permanent TRPM4b, das in der Primarstruktur mit nativem TRPM4b identisch ist. Von den
analysierten pTRPM4a-transfizierten Klonen haben ebenfalls sechs von neun das rekombi-
nante Transkript gebildet. Im Westernblot konnte die Proteinexpresion fiir vier dieser Klone

nachgewiesen werden (s. Abb 4.9).
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Abbildung 4.8: Nachweis der ﬂberexpression von TRPM4b in klonalen HEK-293-Zellen
durch RT-PCR und Western-Blot. Neun der aus der limiting Dilution der mit pTRPM4b trans-
fizierten HEK-293-Zellen hervorgegangene Klone wurden durch RT-PCR auf die Expression des exo-
genen TRPM4b-Transkripts analysiert. Finf der in der RT-PCR-positiven Klone wurden im Western-
Blot mit dem affinitatsgereinigten TRPM4-Antikorper auf die Expression des Proteins untersucht. Das
errechnete Molekulargewicht fiir TRPM4b betrégt 134.4 kDa. Drei der untersuchten Klone exprimie-
ren TRPM4b als Protein in unterschiedlicher Hohe und wurden funktionell analysiert. TRPM4b#9
zeigt dabei die héchste Expression.

Es wurden somit insgesamt vier TRPM4a-exprimierende HEK-293-Zellklone mit unter-
schiedlich hoher Expression erhalten. In der Literatur ist bislang keine Zellinie mit stabi-

ler TRPM4a-Uberexpression beschrieben worden. Dariiber hinaus wurden neun pTRPM4c-
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Abbildung 4.9: Nachweis der ﬁberexpression von TRPM4a in klonalen HEK-293-Zellen
durch RT-PCR und Western-Blot. Neun der aus der limiting Dilution der mit pTRPM4b trans-
fizierten HEK-293-Zellen hervorgegangenen Klone wurden durch RT-PCR auf die Expression des exo-
genen TRPM4a-Transkripts analysiert. Vier der in der RT-PCR-positiven Klone wurden im Western-
Blot mit dem affinitédtsgereinigten TRPM4-Antikorper auf die Expression des Proteins untersucht. Das
errechnete Molekulargewicht fiir TRPM4b betréagt 115.7 kDa. Alle Klone exprimieren TRPM4b als
Protein in unterschiedlicher Hohe, TRPM4b+#5 zeigt dabei die hochste Expression.

transfizierte Klone untersucht. Vier dieser Klone waren in der RT-PCR fiir das rekombinante
Transkript positiv. Es konnte jedoch in keiner dieser Zellinien eine konsistente Expression des
Proteins nachgewiesen werden. Somit wurden die Untersuchungen zur Funktion auf TRPM4a
und TRPM4b beschrinkt.

4.3.2 Ca’taktiviert transiente, nicht-selektive Kationenstrome in TRPM4b
tiberexprimierenden HEK-293-Zellen

Die funktionale Expression von TRPM4b in der Membran von HEK-293-Klon TRPM4b#9
wurde durch Patch-clamp-Experimente als Ganzzellableitung untersucht. Nilius et al. (2003)
haben beschrieben, daB die durch CaT aktiverten Stréme transient sind. Bereits nach 30

Sekunden ist in einem grofien Teil der Zellen der Strom vollstédndig inaktiviert.
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Abbildung 4.10: In Wildtyp HEK-293-Zellen aktiviert Ca’" keinen Strom mit der Cha-
rakteristik des iiberexprimierten TRPM4b. Eine mogliche endogene Expression und Aktiverung
von TRPM4b in Wildtyp HEK-293-Zellen wurde mit Hilfe der Patch-clamp-Technik untersucht. Die
Experimente wurden als Ganzzellableitung im Spannungsklemmen-Modus durchgefithrt. Auf der lin-
ken Seite ist die zeitliche Entwicklung des Stroms bei +80 mV und -120 mV nach Durchbrechen in die
Zelle zu sehen, wéhrend auf der rechten Seite IV-Diagramme (aus repititiven Spannungsrampen von
-120mV bis +100mV alle 2s) nach maximaler Aktiverung des Stroms (schwarz) und 100s nach Zugriff
auf die Zelle (blau) dargestellt sind. Sowohl mit als auch ohne freies Ca?* in der Pipette konnten le-
diglich endogene Ky -Strome beobachtet werden. Es wurden keine zusétzlichen Strome aktiviert (obere
Zeile ohne freies Ca?t, untere Zeile mit 10 uM freiem Ca?T, beide n=3).
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Abbildung 4.11: Aktivierung transienter, nicht-selektiver Kationenstréme durch Ca’" in
TRPM4b iiberexprimierenden HEK-293-Zellen. Die Expression und Aktiverung von TRPM4b
in dem pTRPM4b-transfizierten HEK-293-Klon #9 wurde in einem Patch-clamp-Experiment unter-
sucht. Die Experimente wurden als Ganzzellableitung im Spannungsklemmen-Modus durchgefiihrt.
Auf der linken Seite ist die zeitliche Entwicklung des Stroms bei +80mV (auswérts) und -120mV
(einwérts) nach Durchbrechen in die Zelle zu sehen, wéhrend auf der rechten Seite IV-Diagramme aus
Spannungsrampen von -120mV bis +100mV nach maximaler Aktiverung des Stroms (schwarz) und
100s nach Zugriff auf die Zelle (blau) dargestellt sind. Ohne freies Ca?* in der Pipette wurden keine
nennenswerten Strome aktiviert (obere Zeile, n=2), mit 10 uM freiem Ca?* in der Pipette kommt es
zur Aktivierung eines transienten, nicht-selektiven Kationenstroms mit einem Umkehrpotential nahe
0 mV und einer auswértsgleichrichtenden Charakteristik (untere Zeile, n=6).
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Daher wurde, da keine Apperatur zur internen Perfusion zur Verfiigung stand, nicht wie
iiblich zunéchst der ’cell attached’-Mode hergestellt, in den Ganzzell-Modus durchgebrochen,
dann die Einstellungen fiir die Kompensation der Kapazitaten und des Serienwiderstands vor-
genommen und anschliefend mit der eigentlichen Messung begonnen, sondern stattdessen das
Programm fiir die Messung so eingestellt, dal vor jeder Spannungsrampe eine automatische
Kompensation erfolgte. Nach Herstellen des ’cell attached’-Modus wurde mit der Messung
begonnen und nach einigen Spannungsrampen in den Ganzzell-Modus durchgebrochen. Im
Moment des Durchbrechens wurden aus der Pipette 10 uM Ca?* in die Zelle infundiert.

Wie in Abb. 4.10 zu erkennen zeigen Wildtyp HEK-293-Zellen lediglich endogene Ky -
Strome (Yu und Kerchner, 1998; Jiang et al., 2002; Varghese et al., 2005). Wie von Nilius
et al. (2003) beschrieben und im Gegensatz zu den Ergebnissen von Launay et al. (2002)
zeigen Wildtyp HEK-293-Zellen keine endogenen Ca?*-aktivierten Strome mit der Charakte-
ristik von TRPM4b. In dem untersuchten Klon 4b#9 aktivierten 10 uM Ca®t in der Patch-
Pipette einen nichtselektiven Kationenstrom mit einem Umkehrpotential nahe 0 mV und ei-
ner auswartsgleichrichtenden Charakteristik (s. Abb. 4.11). Die Aktivierung ist transient und
bereits 100s nach Durchbruch in den Ganzzell-Modus ist kein nennenswerter Strom mehr
nachweisbar. Die Ergebnisse zeigen die Expression von TRPM4b in der Plasmamembran der

untersuchten Zellen.

4.3.3 Uberexpression von TRPM4b fiihrt zu einer Verstirkung des
Ca’"-Einstroms nach lonomycin

Ionomycin hat abhéngig von der eingesetzten Konzentration unterschiedliche Effekte auf
Zellen. Withrend niedrige Konzentrationen (bis 1 M) eine Entleerung intrazelluldrer Ca?*-
Speicher herbeifithren und lediglich sekundir iiber SOC/CRAC einen Ca?*-Einstrom verur-
sachen, wirken hohere Konzentrationen auch auf die Plasmamembran und bewirken einen
direkten Einstrom von Ca?*.

Der EinfluB8 der Expression von TRPM4b auf das durch Ionomycin verursachte Ca?*-Signal
wurde fluorimetrisch mit dem ratiometrischen Ca?*-Indikator Fura-2 untersucht. Dabei wurde
das 'Ca?"-free/Ca?T-readdition’-Protokoll verwendet, mit dem die Freisetzung von Ca?* aus
intrazelluliren Speichern und der Ca?*-Einstrom iiber die Plasmamembran zeitlich separiert
und somit getrennt voneinander untersucht werden konnen.

Die Cat-Freisetzung im TRPM4b-exprimierenden Klon #9 war gegeniiber den Wildtyp-
Zellen nicht signifikant verindert. Da sich auch die Ca?*-Konzentration vor Stimulation
nicht signifikant von den Wildtyp-Zellen unterschied, war der Inhalt der mobilisierbaren
Ca?*-Speicher in Klon# 9 gegeniiber den Wildtypen nicht verindert. Nachdem die Ca?*-
Konzentration in den Zellen wieder auf den Ruhewert abgenommen hatte, wurde die Ca?*-
Konzentration im MeBansatz auf 1.8 mM eingestellt und es kam zum Einstrom von Ca’t in
die Zellen. Im TRPM4b-exprimierenden Klon #9 ist dieser Ca’?*-Einstrom gegeniiber den
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Wildtyp HEK-293-Zellen signifikant erhoht.
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Abbildung 4.12: Expression von TRPM4b in HEK-293-Zellen verstiarkt den durch Iono-
mycin verursachten Ca’*-Einstrom, nicht jedoch die Ca?>*-Freisetzung aus intrazelluliren
Speichern. Durch Ca?*-Freisetzung und Ca?*-Einstrom bedingte Verinderung der [Ca?*]; wurde in
Fura-2/AM-beladenen Wildtyp HEK-293-Zellen (schwarz) oder in Zellen des TRPM4b-exprimierenden
HEK-293 Klon #9 (rot) mit dem ’Ca?*-free/Ca®*-readdition’-Protokoll verfolgt. Die zeitlichen Ver-
ldufe (A) sowie die max. [Ca?*]; nach Ionomycin bzw. die max. [Ca?T]; nach Ca?T-Readdition (B)
sind als Mittel mit Standardabweichung (n=>5 bis 6) angegeben. Mit gestrichelten Linien sind die
Vehikel-Kontrollen dargestellt (n=>5 bis 6). Die Ca?T-Freisetzung war in TRPM4b-exprimierenden
Zellen gegeniiber den Wildtyp-Zellen nicht verindert, der Ca?T-Einstrom ist hingegen signifikant er-
hoht.

4.3.4 Uberexpression von TRPM4b vermindert die pharmakologisch induzierte
Depolarisation der Plasmamembran

Der durch Ionomycin hervorgerufene Ca?t-Einstrom iiber die Plasmamembran ist mit einer
Depolarisation der Membran verbunden. Wenn die Depolarisation der Plasmamembran nicht
durch den Ausstrom eines anderen Kations oder den Einstrom eines Anions (Cl™) kompen-
siert wird, kommt der Ca?t-Einstrom zum Erliegen (Fasolato und Pozzan, 1989). Dariiber
hinaus wird der Transport von Ca?* aus der Zelle erleichtert, da der Konzentrationsgradient
abnimmt und das Membranpotential dem Transport nicht mehr so stark entgegen wirkt. Fiir
A23187 und Ionomycin existieren vereinzelte Berichte, das diese die Plasmamembran auch un-
abhiingig von extrazellulirem Ca?* depolarisieren, die Ursache dafiir ist unklar (Gukovskaya
und Zinchenko, 1985).
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Abbildung 4.13: Verminderung der durch 1M Ionomycin induzierten Depolarisation
der Plasmamembran in TRPM4b iiberexprimierenden HEK-293-Zellen. Veranderungen des
Membranpotentials in Wildtyp HEK-293-Zellen (schwarz) und pTRPMb-transfizierten Klonen (far-
big) wurden mit dem Membranpotential-Indikator DiBAC4(3) verfolgt. Die Messwerte wurden auf
Ruhemembran-Potential und max. Depolarisation mit 1 xM Gramicidin normiert und als Anteil der
maximalen Depolarisation dargestellt. Die Zugabe von Ionomycin erfolgte 200 s, die Zugabe von Grami-
cidin 800s nach Start der Messung. Zum Vergleich der Stéarke der Depolarisation mit der Hohe der
Expression wurden in der Zusammenfassung unten rechts die Banden aus dem Westernblot tiber dem

Balken fiir den jeweiligen Klon dargestellt.

Der Einflul der Expression von TRPM4b auf Verdnderungen des Membranpotential wurde
fluorimetrisch mit dem Fluoreszenz-Farbstoff DiBAC4(3) verfolgt. Die Depolarisation nach
Applikation von Ionomycin in Wildtyp HEK-293-Zellen ist schnell, ausgeprigt und lang
anhaltend. 400 s nach Applikation von Ionomycin betrigt die Depolarisation der Membran
59.5%+14.7% (n=5, SD) der maximalen Depolarisation durch Gramicidin (s. Abb. 4.13). In
TRPM4b-exprimierenden HEK-293-Klonen ist die Depolarisation nach Ionomycin hinsichtlich
Auspragung und Kinetik verdndert (s. Abb. 4.13). Die Depolarisation nach Ionomyecin ist bi-
phasisch: Nach einer initialen schnellen Depolarisation, die fast die Hohe in den Wildtyp-Zellen
erreicht und etwas schneller ist als in diesen, sinkt das Membranpotential auf ein niedrigeres

Niveau, das dann iiber den Zeitraum der Messung erhalten bleibt. Die Hohe dieses Niveaus ist
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Abbildung 4.14: Verminderung der durch 100 M Carbachol induzierten Depolarisation
der Plasmamembran in TRPM4b iiberexprimierenden HEK-293-Zellen. Veranderungen des
Membranpotentials in Wildtyp HEK-293-Zellen (schwarz) und pTRPMb-transfizierten Klonen (far-
big) wurden mit dem Membranpotential-Indikator DiBAC4(3) verfolgt. Die Messwerte wurden auf
Ruhemembran-Potential und max. Depolarisation mit 1 M Gramicidin normiert und als Anteil der
maximalen Depolarisation dargestellt. Die Zugabe von Carbachol erfolgte 200's, die Zugabe von Grami-
cidin 800s nach Start der Messung. Zum Vergleich der Starke der Depolarisation mit der Hohe der
Expression wurden in der Zusammenfassung unten rechts die Banden aus dem Westernblot iiber dem
Balken fiir den jeweiligen Klon dargestellt.

dabei abhéangig von der Hohe der TRPM4b-Expression, mit zunehmender Expression nimmt
die Depolarisation ab, von 33.3%411.5% (n=>5, SD) in Klon #5 bis 20.0%+5.2% (n=>5, SD)
in Klon #9.

4.3.5 Uberexpression von TRPM4b vermindert die physiologisch induzierte
Depolarisation der Plasmamembran

Auch die Stimulation mit physiologischen Agonisten, wie Carbachol (CCh), einem Agonisten
des in HEK-293-Zellen endogen exprimierten muscarinischen Acetylcholin-Rezeptors M3 (An-
cellin et al., 1999), sowie ATP, einem Agonisten der in HEK-293-Zellen endogen exprimierten
P2Y-Rezeptoren (Fischer et al., 2005) fiihrt iiber die Bildung von Ins(1,4,5)P3 zur Depletion
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von intrazelluliren Ca?t-Speichern und damit zur Aktivierung eines Ca?*-Einstrom iiber die
Plasmamembran. Wie der durch Ionomycin aktiverte Ca?t-Einstrom hat auch dieser eine
Depolarisation der Plasmamembran zur Folge. Wie in Abb 4.14 zu erkennen, war die Depo-
larisation nach Stimulation mit Carbachol geringer und wies einen anderen zeitlichen Verlauf
auf (44.2%+12.4% (n=>5, SD) der maximalen Depolarisation durch Gramicidin). Wahrend
Tonomycin die Zellen innerhalb von Sekunden auf einen Wert depolarisierte, der dann, im Fall
der Wildtyp-Zellen, iiber die Versuchsdauer konstant blieb, war die Depolarisation nach Sti-
mulation mit Carbachol langsamer und transient. Die maximale Depolarisation wurde etwa
200 s nach Zugabe des Stimulus erreicht. In den TRPM4b-exprimierenden Zellen ist die De-
polarisation weniger stark ausgepréigt. Die Hohe der maximal erreichten Depolarisation war
dabei abhangig von der Hohe der TRPM4b-Expression, mit zunehmender Expression nahm
die maximale Depolarisation ab, von 19.0%+7.7% (n=>5, SD) in Klon #5 bis 13.6+3.1% (n=6,
SD) in Klon #9.

Zusammenfassend ergibt sich folgendes Bild fiir die Rolle von TRPM4b: Pharmakologi-
sche Aktivierung von Ca?t-Einstrom mit dem Ca?T-Ionophor Ionomycin oder Stimulation
von Ca’t-Einstrom durch Agonisten endogener Rezeptoren fiihrte in HEK-293-Zellen zu ei-
ner Depolarisation. Die Expression von TRPM4b reduzierte die mit dem Ca?*-Einstrom
einhergehenden Depolarisation. Aufgrund des gréBeren elektrochemischen Antriebs fiir Ca?t+
verstarkte das negativere Membranpotential in den TRPM4b-exprimierenden Zellen den Ein-
strom von Ca?t. Bei TRPM4b handelt es sich also um einen positiven Regulator des Ca?*-

Einstroms.

4.3.6 Uberexpression von TRPM4a vergroBert den durch Rezeptorstimulation
freigesetzten Anteil der intrazelluliren Ca’"-Speicher

Wie die Expression von TRPM4a als EGFP-Fusionsprotein gezeigt hat, ist dieser in intra-
zellularen Membranen lokalisiert, vermutlich im wesentlichen in der Membran des ER. Eine
Analyse der Expression ist mit der Patch-clamp-Methode nicht moglich, da diese lediglich
Strome iiber die Plasmamembran erfasst. Bereits bei der Analyse des Einflues von TRPM4b
auf die Ca?*-Freisetzung durch den P2Y-Agonisten ATP zeichnete sich ab, daf es einen Effekt
von TRPM4b auf die Ca?*-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern gibt (s. Abb 4.15). Wie
Abb. 4.5 zeigt, war bei Uberexpression des Fusionsproteins auch eine Farbung von intrazel-
luldren Strukturen zu erkennen. Damit war nicht auszuschlieSen, dafl TRPM4b in dhnlicher
Weise, wie es den Ca’t-Einstrom iiber die Plasmamembran beeinflut auch auf die Ca?*-
Freisetzung aus intrazellularen Speichern wirkt. Sollte es sich bei dem im wesentlichen in
der ER-Membran lokalisierten TRPM4a tatséchlich um einen funktionalen Ionenkanal mit
dhnlichen Eigenschaften handeln, so kénnte dieser ebenfalls die Freisetzung von Ca?* aus
intrazelluldren Speichern erleichtern.

Der Einflul der Expression von TRPM4a auf die durch den P2Y-Agonisten ATP hervorge-
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rufene Ca?*-Freisetzung wurde fluorimetrisch mit dem ratiometrischen Ca?*-Indikator Fura-2
untersucht. Dabei wurde das 'Ca?*t-free/Ca?*-readdition’-Protokoll verwendet, mit dem die
Freisetzung von Ca?taus intrazelluliren Speichern zeitlich vom Ca?*-Einstrom separiert und

somit getrennt untersucht werden kann.
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Abbildung 4.15: Vermehrte Ca?'-Freisetzung aus intrazellulire Speichern durch ATP
in TRPM4a-exprimierenden HEK-293-Zellen. Durch Ca?*-Freisetzung bedingte Verinderung
der [Ca?t]; wurde in Fura-2/AM-beladenen Wildtyp HEK-293-Zellen (dunkelgrau), in Zellen des
TRPM4b-exprimierenden HEK-293 Klon #9 (rot) sowie in verschiedenen TRPM4a-exprimierenden
HEK-293-Klonen (blau) mit dem 'Ca?*-free/Ca?*-readdition’-Protokoll bestimmt. Die [Ca2?*]; vor Sti-
mulation und die max. [Ca?"]; nach Ionomycin bzw. 100 uM ATP sind als Mittelwert mit Standardab-
weichung dargestellt. Die max. durch Ca2*-Freisetzung erreichbare Erhohung der Ca?*-Konzentration
ist als Speicher-Inhalt eingezeichnet. In TRPM4b und TRPM4a-exprimierenden HEK-293-Zellen ist
der Anteil dieser Speicher, der durch ATP mobilisert wird, signifikant héher als in Wildtyp Zellen.
Bezogen auf die Hohe der Proteinexpression (Banden aus Westernblot iiber dem jeweiligen Klon) hat

TRPM4a einen groBeren Einflufl auf die Ca?*-Freisetzung als TRPM4b.

Die Ca?T-Konzentration vor Stimulation und die Ca’?*-Konzentration nach vollstindiger
Ca’T-Freisetzung mit 1 M Ionomycin unterschied sich zwischen Wildtyp HEK-293-Zellen
und den Zellen der verschiedenen TRPM4-exprimierenden Klone nicht signifikant. Die Dif-
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ferenz zwischen der Ca?T-Konzentration nach vollstindiger Freisetzung mit Ionomycin und
Ruhe-Ca?T-Konzentration ist dabei ein Ma8 fiir die Menge des insgesamt in den Speichern
befindlichen Calciums.

Die Freisetzung von Ca?t aus intrazelluliren Speichern durch Ionomycin fithrt nicht zu
einer Aufladung der Membran der Speicher, da der Ca?*-Transport durch Ionomycin elektro-
neutral ist. Es handelt sich um eine Art erleichterte Diffusion, bei der die Carboxylatgruppen
des Ionomycin in der Richtung des Konzentrationsgradienten Ca?" und in die Gegenrichtung
Protonen transportieren (Erdahl et al., 1994). Aus diesem Grunde kann Ionomycin den ge-
samten Speicherinhalt freisetzen, wihrend dies bei physiologischer Stimulation, bei der Ca?*
durch die Pore des IP3-Rezeptors diffundiert, nicht der Fall ist.

Der Anteil dieser Speicher, der durch Stimulation mit 100 pM ATP freigesetzt werden konn-
te, war sowohl in TRPM4b-Klon #9 als auch in den TRPM4a-exprimierenden Klonen héher
als in den Wildtyp-Zellen (die Unterschiede zwischen Wildtyp und 4b#9, sowie 4a#5 und
den Wildtyp-Zellen waren dabei statistisch signifikant (t-Test nach Student)). Die Zunah-
me in der Ca?T-Freisetzung hing dabei von der Héhe der Expression ab. Der Vergleich mit
den Western-Blots zeigte, dafy in den TRPM4a-exprimierenden Zellen der Anteil des aus den
Speichern freigesetzten Ca?t um so groBer war, je hoher die TRPM4a-Expression war. Be-
zogen auf die Hohe der Expression war der Effekt fiir TRPM4a deutlich ausgeprégter als fiir
TRPM4b.

Die Ca?t-Freisetzung in intakten Zellen ist experimentell nur schwer zu beeinflussen. Zur
Untersuchung des Einflusses von TRPM4a auf die Ca?*-Freisetzung wurden deshalb Ex-
perimente durchgefiihrt, bei denen mit Ins-1,4,5-P3 Ca?t aus Zellen freigesetzt wurde, die
zuvor mit Saponin permeabilisert wurden. Dazu wurden durch Zugabe von ATP zunéchst
die zelluldren Ca®*-Speicher mit Ca?t beladen. Die Verdnderung der Ca’?t-Konzentration in
der Losung wurde mit der freien Siure des Ca’t-Indikators Fura-2 verfolgt. Anschliefend
wurde durch schrittweise Zugabe von Ins-1,4,5-P3 eine Dosis-Wirkungskurve fiir die Ca?*-
Freisetzung durch Ins-1,4,5-P3 aufgenommen.

Der Ersatz von KT im IZ-Puffer durch das fiir viele K*-Kanile impermeable Cs™ fiihrte
dazu, daB die Ca®*-Freisetzung erst bei hoheren Ca?t-Konzentrationen erfolgte. Es konn-
te jedoch insgesamt der gleiche Anteil des zelluliren Ca?*-Pools freigesetzt werden (s. Abb.
4.16 A). Zwischen TRPM4a-exprimierenden Zellen und Wildtyp-Zellen gab es unter norma-
len Bedingungen keine signifikanten Unterschiede in der Ca?*-Freisetzung (s. Abb. 4.16 B).
Um auszuschlielen, dal mehrere Mechanismen beteiligt sind, die sich gegenseitig tiberlagern,
wurden weitere Experimente durchgefiihrt, bei denen entweder eine Vielzahl von K*-Kanélen
durch den Ersatz des KT im Puffer durch Cs™ (s. Abb. 4.16 C), oder Apamin-sensitiver
Ca?T-aktivierter K*-Kaniile, fiir die eine Beteiligung an der Ca?*-Freisetzung diskutiert wird
(Nguyen et al., 1998) durch das Bienengift Apamin gehemmt wurden (s. Abb. 4.16 D).
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Abbildung 4.16: Bei Inhibition von KT'-Kaniilen erleichterte TRPM4a die Ca’'-
Freisetzung aus permeabilisierten HEK-293-Zellen durch Ins-1,4,5-P3. Der Einflu} von
TRPM4a auf die Ca?*-Freisetzung durch Ins-1,4,5-P3 wurde an Saponin-permeabilisierten HEK-293-
Zellen untersucht. Die Dosis-Wirkungsbeziehung wurde durch sukzessive Erhohung der Ins-1,4,5-Ps-
Konzentration ermittelt. Die Menge des durch Ins-1,4,5-P3 freigesetzten Ca?* wurde als Anteil des
gesamten mit Tonomycin mobilisierbaren Pools dargestellt. (A) Ersatz von K+ durch das fiir viele K-
Kanile impermeable Cs™ fiihrte in Wildtyp-Zellen zu einer Verschiebung der Dosis-Wirkungskurve
nach rechts, erschwert also die Ca?*-Freisetzung. Dies bestiitigt die Bedeutung des Einstroms mo-
novalenter Ionen fiir die Ca?*-Freisetzung. (B) TRPM4a hatte unter normalen Bedingungen keinen
EinfluB auf die Ca?"-Freisetzung. Wurden K*-Kanile durch Ersatz von K+ durch Cs™(C), oder spe-
zifisch Apamin-sensitive Kt-Kanéle durch 1 yM Apamin (D) gehemmt, so fithrte die Expression von
TRPM4a dazu, dal Ca?* bereits bei geringeren Ins-1,4,5-P3-Konzentrationen freigesetzt wurde als in
den Wildtyp-Zellen. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler.
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In beiden Féllen war die Dosis-Wirkungskurve fiir die TRPM4a-exprimierenden Zellen ge-
geniiber der fiir die Wildtypen leicht, wenn auch nicht signifikant, zu niedrigeren Ins-1,4,5-P3-
Konzentrationen verschoben. Diese Ergebnisse sprechen fiir die Beteiligung mehrer Systeme.
Bei Hemmung eines dieser Systeme kann der Ausfall durch die anderen partiell kompensiert
werden.

Zusammenfassend ergab sich folgendes Bild fiir die Wirkung von TRPM4a auf die Ca?*-
Freisetzung: In intakten TRPM4a-exprimierenden Zellen setzte der P2Y-Agonist ATP einen
signifikant groBeren Anteil der zelluldren Ca®t-Speicher frei. Experimente an permeabilisier-
ten Zellen bestitigten die Rolle des K*-Einstroms fiir die Ca?*-Freisetzung. Inhibition der
Ca’T-Freisetzung durch den Block von K*-Kanilen wurde durch Expression von TRPM4a
partiell kompensiert. TRPM4a ist also in der Lage, in dhnlicher Weise, wie TRPM4b den
Ca’T-Einstrom moduliert, die Ca?T-Freisetzung aus intrazelluldren Speichern zu beeinflus-

sen.

4.4 Aktivierung von endogenem TRPM2 in JMP T-Lymphozyten
durch ADPR

Die endogene Expression von TRPM?2 in JMP-Zellen wurde mit Hilfe der Patch-clamp-
Methode untersucht. Es wurden Ganzzellableitung im Spannungsklemmen-Modus durchge-
fiihrt. Abb. 4.17 zeigt, dafl die Infusion von 300 uM ADPR iber die Pipette in JMP-Zellen
zur langsamen Aktiverung eines Stromes mit linearer IV-Beziehung und einem Umkehrpoten-
tial von etwas tiber 0 mV fihrte. Da bislang kein anderer, duch ADPR aktiverter Kanal der
Plasmamembran beschrieben worden ist und sekundére Effekte durch eine Erhéhung der cy-
toplasmatischen Ca?*-Konzentration in einem Patch-clamp-Experiment mit Ca?*-gepufferter
Pipettenlosung nicht zum Tragen kommen, handelt es sich bei dem beobachteten Strom aller
Wahrscheinlichkeit nach um einen TRPM2-Strom.

4.4.1 Wirkung des NAD-Glykohydrolase-Inhibitors 3GA sowie von 8-Br-ADPR
auf die Aktivierung von TRPM2 durch ADPR

Um die Bedeutung von TRPM2 und des ADPR/TRPM2-Signalwegs in zellulédren Vorgéngen,
wie Proliferation und Apoptose, oder in physiologischen Prozessen wie der Immunantwort
untersuchen zu konnen, ist es von entscheidender Bedeutung pharmakologische Substanzen
in der Hand zu haben, die mit hoher Spezifitdt mit diesen Signalwegen interferieren. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Substanzen auf ihre Wirkung auf die Aktivierung von
endogenem TRPM2 durch ADPR untersucht. 3GA (auch Cibacron blue) ist als Inhibitor von
NAD-Glykohydrolasen beschrieben worden (Yost und Anderson, 1981; Kim et al., 1993; Li
et al., 2002).
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Abbildung 4.17: Aktivierung nicht-selektiver Kationenstréme durch 300 uM ADPR in
Wildtyp JMP-Zellen. Die Expression und Aktivierung von TRPM2 in Wildtyp JMP-Zellen wur-
de in Patch-clamp-Experimenten untersucht. Die Experimente wurden als Ganzzellableitung im
Spannungsklemmen-Modus durchgefiihrt. (A) Kinetik der Aktivierung von TRPM2 (Strom bei -80 mV')
nach Infusion von 300 uM ADPR bei 100 nM freiem Ca?*(quadratische Symbole, n=21). Als Kontrolle
wurden Zellen mit Intrazellular Puffer (runde Symbole, n=12) infundiert. Dargestellt sind Mittelwerte
mit Standardfehler. (B) Zeitliche Entwicklung des Stroms nach Infusion von 300 uM ADPR in einer
einzelnen Zelle. Alle 20s wurden Spannungsrampen von -100mV bis +100mV aufgenommen. (C) Zur
Ermittlung des IV-Kennlinie wurden Spannungsrampen nach Herstellen der Ganzzell-Konfiguration

(a) und nach Aktivierung des Stroms (b) voneinander subtrahiert (c, rot)

Mit 3GA 148t sich in die rezeptorvermittelte Bildung von ADPR eingreifen, um die mog-
liche Rolle von ADPR als sekundérer Botenstoff zu untersuchen. Um dabei mogliche direkte
Effekte von 3GA auf TRPM2 auszuschlielen, wurde die zelluldr wirksame Konzentration im
Patch-clamp-Experiment auf ihren Einflufl auf die Aktivierung von TRPM2 durch ADPR
untersucht. Dabei zeigte sich, dal der durch 300 uM ADPR aktivierte Strom (-129425 pA,
n=25, Mittel=SEM) durch die Gegenwart von 100 uM 3GA nicht signifikant vermindert wird
(-143+£53 pA, n=9, Mittel=SEM). In Konzentrationen in denen 3GA die Bildung von ADPR
effektiv inhibiert hat es also keinen Einfluf§ auf die direkte Aktivierung von TRPM2 durch
ADPR.

Die von Tim Walseth und Mitarbeitern (University of Minnesota, Mineapolis, USA) syn-
thetisierte Verbindung 8-Br-ADPR ist strukturell zu ADPR verwandt. Fiir viele 8-Derivate
von cADPR ist eine antagonistische Wirkung auf die cADPR-vermittelte Ca?T-Freisetzung
beschrieben (Walseth und Lee, 1993; Fliegert, 1999; Guse, 2004). Die Moglichkeit, dafl die
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Abbildung 4.18: Inhibition ADPR-aktivierter Kationenstrome in Wildtyp JMP-
Zellen durch 8-Br-ADPR. Die Wirkung von 8-Br-ADPR auf die Aktivierung von endogenem
TRPM2 durch ADPR wurde in JMP-Zellen in Patch-clamp-Experimenten als Ganzzellableitung im
Spannungsklemmen-Modus untersucht. (A) Kinetik der Aktivierung von TRPM2 (Strom bei -80 mV)
nach Infusion von 300 uM ADPR (rot) oder 300 uM ADPR + 900 uM 8-Br-ADPR (griin). Als Kon-
trolle wurden Zellen mit Intrazelluldrpuffer infundiert (schwarz, alle mit 100nM freiem Ca®*). Alle
20 s wurden Spannungsrampen von -100mV bis +100 mV aufgenommen. (B) Vergleich der Amplituden
nach max. Stromentwicklung. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler.

entsprechenden linearen Verbindungen auf TRPM2 wirken liegt also recht nahe. Eine mogli-
che antagonistische Wirkung von 8-Br-ADPR auf die ADPR-vermittelte TRPM2-Aktivierung
wurde im Patch-clamp-Experiment untersucht. Wie Abb. 4.18 zeigt, unterdriickte ein dreifa-
cher UberschuB von 8-Br-ADPR - 900 uM gegeniiber 300 uM ADPR - die Aktivierung von
TRPM2 nahezu vollstiandig. Bei 8-Br-ADPR handelt es sich also um den ersten bekannten
kompetitiven ADPR-Antagonisten.




5 Diskussion

5.1 Expression von TRPM4-Splicevarianten

Fiir das humane TRPM4-Gen sind mehrere Splicevarianten beschrieben worden. Mittlerweile
ist unumstritten, dafl es sich bei dem Produkt des Vollangentranskripts TRPM4b um einen
Ionenkanal handelt (Launay et al., 2002; Nilius et al., 2003; Launay et al., 2004). Uber Ex-
pression und Funktion der Splicevarianten ist bislang wenig bekannt. Splice-Varianten sind
fiir eine Vielzahl von TRP-Kanélen beschrieben worden (Ubersicht in Lis et al., 2005). Sie
kénnen die Funktion von multimeren TRP-Kanélen modulieren, oder mit ihrer Funktion in-
terferieren und stellen einen Mechanismus dar, wie die Zelle TRP-Kanéle an verschiedene
Funktionen oder zelluldre Umgebungen anpassen kann. Die Identifizierung funktioneller Do-
ménen von TRP-Kanélen durch Analyse von Splice-Varianten kann zum Versténdnis der
Struktur-Funktionsbeziehung beitragen (Lis et al., 2005). Um die Bedeutung verschiedener
Splice-Varianten richtig einschétzen zu koénnen, ist es entscheidend zu wissen, ob die Tran-
skripte iiberhaupt translatiert werden konnen und die Proteinprodukte tatsdchlich in der Zelle
vorliegen.

Xu et al. (2001) haben bei der Erstbeschreibung von TRPM4a eine N-terminal verkiirzte
cDNA kloniert (Genbank, gi:15617228) und sind davon ausgegangen, dafl es sich bei dem
ersten AUG mit offenem Leseraster um das Start-Codon handelt. Nach der Klonierung von
TRPM4b haben Launay et al. (2002) vorgeschlagen, dafi die Transkription von TRPM4a
und TRPM4b an alternativen Promotoren initiiert wird. Mittlerweile konnte ein langeres
TRPM4a-Transkript isoliert werden (Genbank, gi:31335330), das zeigt, dafl die Initiation
der Transkripte von TRPM4a und TRPM4b an der gleichen Stelle erfolgt und im Falle von
TRPM4a lediglich die Codons 3 und 4 durch alternatives Splicing deletiert werden. Dar-
aus folgt aber, dafl das Start-AUG des TRPM4b-Transkripts in Exon 1 auch im TRPM4a-
Transkript vorhanden ist (s. Abb. 4.1).

In dieser Arbeit wurde bei der Erzeugung der Vektoren fiir die rekombinante Expression
der Kontext der Start-Codons nicht modifiziert. Die Tatsache, das in den stabilen Klonen de-
tektierbare Mengen sowohl von TRPM4a als auch von TRPM4b exprimiert wurden zeigt, daf3
beide Start-Codons in der Lage sind, die Translation zu initiieren. Allerdings wiesen alle unter-
suchten TRPM4a-Klone eine im Vergleich zu den TRPM4b-Klonen niedrigere Expression auf.
Dies ist vermutlich auf die nicht der Kozak-Sequenz (CCACCAUGG) entsprechende Umge-

bung des Start-Codons fiir TRPM4a zuriickzufithren. Die Transkriptions-Initiationsfrequenz
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ist auf Grund dessen geringer als fiir TRPM4b. Eine interessante Frage ist, ob in diesem
Fall die Initiation der Transkription am ersten oder am zweiten AUG erfolgt. Wahrend die
Initiation am zweiten AUG zu dem Proteinprodukt TRPM4a fiihrt, wiirde bei Initiation am
ersten AUG lediglich ein kurzes Protein gebildet werden. Die Reanalyse einer Vielzahl von
Genen durch Peri und Pandey (2001) hat gezeigt, dal 40% aller Transkripte ein AUG vor
dem eigentlichen Initiatorcodon enthalten und dafl viele authentische Initatiatorcodons von
der Konsensussequenz abweichen. In einigen der analysierten Gene weicht der Kontext des
eigentlichen Initiatorcodons sogar stéarker von der Konsensussequenz ab, als das 5’-gelegene
AUG. Es sind auch Félle beschrieben worden in denen bei derartiger Anordnung beide Pro-
teinprodukte gebildet werden. Es wird vermutet, dafl das erste Leseraster im wesentlichen
die Initiationsfrequenz des zweiten herabsetzt und somit eine regulatorische Funktion hat
(Bergenhem et al., 1992; Kozak, 1987).

Fiir TRPM4c exisitiert bislang lediglich ein Datenbank-Eintrag (Genbank, gi:31335334),
der die Expression einer entsprechenden mRNA in Lungenkrebszellen dokumentiert. Eine
funktionelle Charakterisierung durch heterologe Expression oder eine Beschreibung des en-
dogenen Proteins ist bislang nicht publiziert worden. In der vorliegenden Arbeit war die
Anzahl der transfizierten Klone, in denen mittels RT-PCR das rekombinante Transkript fiir
TRPM4c nachgewiesen werden konnte (vier von neun untersuchten Klonen) vergleichbar mit
den pTRPM4a bzw. pTRPM4b transfizierten Zellen (fiinf bzw. sechs von jeweils neun un-
tersuchten Klonen). Wahrend jedoch bei den mit pTRPM4a und pTRPM4b transfizierten
Klonen auch die Bildung des Proteins nachgewiesen werden konnte, gelang dies bei den
pTRPM4c-transfizierten Klonen nicht. Auch in den transient mit pEGFP-N1-TRPM4c trans-
fizierten Zellen konnte im Gegensatz zu den pEGFP-N1-TRPM4a und pEGFP-N1-TRPM4b
transfizierten Zellen das Protein durch Western-Blotting nicht nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt), obwohl eine EGFP-Fluoreszenz zu sehen war, die zeigt, dafl das Protein ex-
primiert worden sein muf. Da TRPM4c zwei der sechs Transmembranhelices fehlen, besteht
die Moglichkeit, da3 es nach Synthese am ER proteolytisch degradiert wird. Im Falle des
Fusionsproteins kann das stabile EGFP noch persistieren.

Obwohl die Analyse der Expression von endogenem TRPM4 in HEK-293-Zellen mittels
RT-PCR zeigte, dafl diese Zellen mehrere alternativ gesplicte Transkripte des TRPM4-Gens
coexprimieren, konnten im Western-Blot keine Proteinprodukte nachgewiesen werden. Mogli-
cherweise ist die Expression der Proteine jedoch so gering, dafl ein Nachweis mit dem verwen-
deten Verfahren nicht moglich war. Die Ergebnisse stehen damit im Widerspruch zu denen
von Launay et al. (2004), die im Westernblot die Expression von TRPM4b in HEK-293-
Zellen nachweisen konnten. Wie von Nilius et al. (2003) beschrieben und im Unterschied zu
den von Launay et al. (2002) publizierten Ergebnissen konnte in der vorliegenden Arbeit
im Patch-clamp-Experiment kein Strom mit der fiir TRPM4b beschriebenen Charakteristik

nachgewiesen werden. Damit eignen sich HEK-293-Zellen trotz der endogenen Expression von
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TRPM4-Transkripten als Zellsystem fiir die Uberexpression. Fiir die Lokalisation innerhalb
der Zelle und die Analyse ihrer Funktion wurden die klonierten TRPM4-Splice-Varianten
deshalb in HEK-293-Zellen iiberexprimiert.

5.2 Subzelluldre Lokalisation von TRPM4-Splicevarianten

Die EGFP-Fusionsproteine der Splicevarianten TRPM4a und TRPM4b zeigen markante Un-
terschiede hinsichtlich ihrer subzellularen Lokalisation. Wahrend TRPM4b im wesentlichen
in Plasmamembran und intrazellularen Transportvesikeln lokalisiert ist, findet sich TRPM4a
ausschliefllich in Kernhiille und endoplasmatischem Retikulum.

Die publizierten Daten zur Lokalisation von TRPM4a sind widerspriichlich. Die immun-
histochemische Analyse von HEK-293-Zellen, die markiertes TRPM4a transient iiberexpri-
mieren, zeigt eine Lokalisation ’in der Ndhe der Plasmamembran’ (Xu et al., 2001). Die
Tatsache, daf eine N-terminal verkiirzte TRPM4b-Variante (AN-TRPM4b) nach Expressi-
on in HEK-293-Zellen durch Oberflichenjodierung markiert werden konnte (Launay et al.,
2004), deutet ebenfalls auf eine Lokalisation in der Plasmamembran. Funktionale Daten spre-
chen hingegen gegen die Lokalisation in der Plasmamembran. Hofmann et al. (2003) haben
die Aktivierung von TRPM4b, TRPM4a und TRPM5 durch Infusion von Ca?*oder durch
Stimulation mit Histamin im Patch-clamp-Experiment in der 'whole cell’-Konfiguration un-
tersucht. Dabei konnten in den TRPM4a-exprimierenden Zellen im Gegensatz zu TRPM4b-
und TRPMb5-exprimierenden HEK-293-Zellen keine konsistenten Strome gemessen werden.

Der Transport von Proteinen innerhalb der Zelle (’protein trafficking’) wird, beginnend im
endoplasmatischen Retikulum, durch die molekulare Erkennung von Signalsequenzen gesteu-
ert. Dabei handelt es sich um kurze Bereiche (wenige Aminoséuren) die sich an verschiedenen
Stellen der Primérstruktur befinden kénnen. Am Transport von Proteinen innerhalb des ER
und aus dem ER sind verschiedene Signale beteiligt: (i) Retentionssignale, die den Transport
aus dem ER verhindern, (ii) Riickholsignale (’retrieval signals’), die fiir den Riicktransport
entkommener Proteine ins ER sorgen, und (iii) Exportsignale, die den Export aus dem ER len-
ken (Alberts et al., 2002; Ellgaard und Helenius, 2003). Fiir viele luminale Proteine und Typ
I Transmembranproteine sind Retentions- und Riickholsignale beschrieben worden. Haupt-
sichlich handelt es sich um C-terminale KDEL, RRXX- oder KKXX-Motive (Ellgaard und
Helenius, 2003). Bislang konnten nur fiir wenige Typ III Transmembranproteine Retentionssi-
gnale identifiziert werden. Diese bestehen aus basischen Sequenzmotiven (RXR, KR, RRKK
und RR) im cytosolischen Bereich von Ionenkanélen (O’Kelly et al., 2002; Scott et al., 2001;
Zerangue et al., 1999).

Die Menge eines Ionenkanals, die an die Zelloberfliche gelangt, wird im ER durch das
Gleichgewicht von Export- und Retentionsmechanismen bestimmt. Die Effektivitit des Pro-

teinexports wird dabei nicht nur durch richtige Faltung des Proteins und die korrekte As-
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semblierung zu Oligo-/Multimeren, sondern auch durch vorhandene Exportsignale bestimmt
(Ma et al., 2001, 2002). Bei K4pp-Kanilen finden sich ER-Retentionssignale sowohl in der
porenbildenden a- als auch in der g-Untereinheit. Erst durch die korrekte Assoziation von a-
und S-Untereinheit zu Oktameren wird das Retentionssignal maskiert und der Kanal dann
in die Membran transportiert (Zerangue et al., 1999). Der metabotrope Glutamatrezeptor
mGluR1 weist in seinem C-Terminus ein ER-Retentionssignal (RRKK) auf. Wéhrend die
Isoform mGluR1b im ER retardiert wird, wird mGluR1a, bei dem das ER-Retentionssignal
durch eine Isoform-spezifische Sequenz maskiert wird, in die Membran transportiert (Chan
et al., 2001).

Transmembranhelix 6

1021 VEEEVIFEEVIANNEEVNEEIAMFSYTFGKY QGNSDLYWKA CJRMBL! REFH SRPALAPPFI 1080

1081 VI SHLRLLLR QLORBBRSPQ PSSPALEHFR VYLSKEAERK LLTWESVHKE NFLLAREEOE 1140
1141 BESDSERLER TSQKVDLALK QLGHI REYEQ RLKVLEREVQ QCSRVLGWA EALSRSALLP 1200

1201 PGGPPPPDLP GSKD 1214

Abbildung 5.1: Multiple, putative ER-Retentionssignale im C-Terminus von TRPM4. Fiir
Typ III-Transmembranproteine sind basische ER-Retentionssignale beschrieben worden, die sich an
unterschiedlichen Stellen im cytosolischen Bereich des Proteins befinden konnen. Dargestellt ist der
cytosolische C-Terminus von TRPM4 beginnend mit dem Ende der Transmembranhelix 6. In rot sind

basische Sequenzmotive gekennzeichnet, die publizierten ER-Retentionssignalen entsprechen.

TRPM4a und TRPM4b weisen in ihren cytosolischen Termini mehrere basische Sequenz-
motive auf, die als ER-Retentionssignale in Frage kommen (s. Abb. 5.1). Der Export aus
dem ER und damit der Transport in die Membran erfordert somit, dafl diese Retentionssi-
gnale maskiert oder inaktiviert werden. Wie das Beispiel der K 47p-Kanaile zeigt, kann dies
durch Assoziation zu Multimeren erfolgen (Zerangue et al., 1999). Seit der Entdeckung der
TRP-Kanile wird in Analogie zu spannungsabhingigen Nat- und Ca?*-Kanilen eine Tetra-
merisierung angenommen (s. Abb. 5.2, Clapham et al. (2001)). Diese spannungsabhéngigen
Kanéle weisen in ihrer Sequenz vier Gruppen mit je sechs Transmembranhelices auf, wobei
die Schleifen zwischen fiinfter und sechster TM-Helix dieser vier Gruppen die Pore des Ka-
nals bilden. Bei TRP-Kanélen assoziieren vier Monomere zu einem Tetramer (Kedei et al.,
2001). Jedes Monomer weist sechs Transmembranhelices auf. Die Schleifen zwischen fiinfter
und sechster TM-Helix der Monomere bilden nach Tetramerisierung zusammen die Pore. Auf-
grund der dhnlichen Anordnung ist zu vermuten, daf§ wie fiir TRPV1 gezeigt (Garcia-Sanz
et al., 2004), N- und C-Termini der Monomere an deren Assoziation zum Tetramer beteiligt

sind .
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Die Tetramerisierung ist also ein moglicher Weg, wie die Retentionssignale im Falle von
TRPM4b maskiert werden konnten. Da TRPM4a ein Teil des N-Terminus fehlt, ist TRPM4a
moglicherweise nicht in der Lage, das Retentionssignal zu maskieren und wird im ER re-
tardiert. Die intrazellulére Lokalisation von TRPM4a kann mehrere Bedeutungen haben: (i)
TRPM4a Homotetramere fungieren als Ionenkanéle in der Membran des ER, (ii) TRPM4a
bildet Heterotetramere mit TRPM4b und verhindert auf diese Weise, das TRPM4b in die
Plasmamembran gelangt, (iii) TRPM4a ist Teil eines Heterotetrameren-Kanals, der Transport
in die Plasmamembran erfordert die Interaktion mit einem TRPM, der in den untersuchten
Zellsystemen nicht exprimiert wird. Fiir eine Rolle von TRPM4a als negativer Regulator von
TRPM4b (ii) sprechen Ergebnisse von Launay et al. (2004), die zeigten, dafl eine N-terminal
verkiirzte Form von TRPM4b(AN-TRPM4b) dominant negativ auf TRPM4b wirkt. Die Ana-
lyse der Ca?*-Freisetzung in TRPM4a-exprimierenden Zellen 1i8t aber auch auf eine eigene

Funktion von TRPM4a in der Modulation der zelluliren Ca?*-Signaltransduktion schliefen.

TRP Ca, / Na,-Kanéle

Abbildung 5.2: Vergleich der Struktur von TRP-Kanilen und spannungsabhingigen Na*t-
und Ca?t-Kanilen. Spannungsabhingige Nat- und Ca?T-Kanile bestehen aus einer Polypeptidket-
te mit vier Gruppen von jeweils sechs Transmembranhelices. Sie weisen also insgesamt 24 Transmem-
branhelices auf. Die Proteine der TRP-Familie hingegen besitzen nur sechs Transmembranhelices. Fiir
TRPV1 konnte gezeigt werden, daf ein funktionaler TRP-Kanal durch Assoziation von vier Monome-
ren ensteht (Kedei et al., 2001). Dabei konnen sowohl Homotetramere als auch Heterotetramere eng

miteinander verwandter Familien entstehen (Hellwig et al., 2005).

5.3 TRPM4b und die Regulation des Ca?*-Einstroms

Im Rahmen dieser Arbeit wurden drei TRPM4b-exprimierende HEK-293-Klone mit unter-
schiedlicher hoher Expression erzeugt. Die Expression im hoéchstexprimierenden Klon wur-
de im Patch-clamp-Experiment iiberpriift. Die TRPM4b-exprimierenden Zellen zeigen im
Gegensatz zu den Wildtyp-Zellen die bereits von Nilius et al. (2003) beschriebenen Ca’*-
aktivierbaren Strome mit einem Umkehrpotential bei etwa 0 mV und auswértsgleichrichtender
Charakteristik.
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Der Einflul von TRPM4b auf das zelluldre Ca?*-Signal wurde untersucht, in dem die Ver-
dnderung der zelluliren Ca’t-Konzentration mit dem Ca?*-Indikator Fura-2 verfolgt wurde.
Als Stimulus wurde Ionomycin gewihlt. Das Ca?*-Ionophor Ionomycin induziert Speicher-
abhingigen Ca?T-Einstrom, in dem es in die Membran intrazelluldrer Speicher inseriert und
die Speicher damit depletiert (Morgan und Jacob, 1994). TRPM4b-exprimierende HEK-293-
Zellen zeigen nach Stimulation mit Ionomycin einen signifikant hoheren Ca’t-Einstrom als
die Wildtyp-Zellen. Dies zeigt, dafi TRPM4b, trotz der im Patch-clamp-Experiment gerin-
gen Sensitivitit gegeniiber Ca?* (Nilius et al., 2003), in intakten Zelle aktiviert werden kann.
Mogliche Erkldrungen sind, dafl: (i) cytoplasmatisches ATP und Calmodulin, die wéhrend des
Patch-clamp-Experiments stark verdiinnt werden, TRPM4b in der intakten Zelle fiir Ca?*+
sensitivieren (Nilius et al., 2005a) und daf (ii) subzelluliir in der Zelle sehr viel héhere Ca®*-
Konzentrationen auftreten, als Messungen an Zellsuspensionen vermuten lassen. So konnte
in Neutrophilen mit Hilfe eines membranstindigen Ca’t-Indikators gezeigt werden, dafl die
Ca’?T-Konzentration an der Plasmamembran in der Umgebung von Ca?*-Kanilen nach Sti-
mulation mit fMLP auf iiber 30 uM ansteigt (Davies und Hallett, 1998). In Glattmuskelzellen
steigt die Ca?T-Konzentration in sogenannten Sparks auf hohe mikromolare Konzentratio-
nen’, die fiir die Aktivierung Ca*"-aktivierten C1~- und K-Kanilen erforderlich sind (Well-
man und Nelson, 2003).

Trotzdem sind die Ergebnisse zunéchst erstaunlich, da Launay et al. (2002) beschrieben
haben, da es sich bei TRPM4b um einen negativen Regulator des Ca?t-Einstroms handelt:
Stimulation von nicht-erregbaren Zellen fiihrt zur Freisetzung von Ca?T aus intrazelluliren
Speichern und verbunden damit zur Aktivierung eines elektrogenen Ca?*-Einstroms iiber die
Plasmamembran. Der Ca?*-Einstrom depolarisiert die Membran. Aktivierung von TRPM4b
durch die Erhéhung der cytoplasmatischen Ca?t-Konzentration fithrt dann zum Einstrom
von Natund damit zur weiteren Depolarisation, die den elektrochemischen Antieb fiir Ca*
herabsetzt. Es stromt weniger Ca® in die Zelle (s. Abb. 5.3 links).

Daher wurden die mit der Stimulation durch Ionomycin einhergehenden Veranderungen des
Membranpotentials mit dem Potential-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff DiBAC4(3) untersucht.
Wie die Wildtyp-Zellen depolarisieren auch die TRPM4b-transfizierten HEK-293-Zellen nach
Applikation von Ionomycin, die Depolarisation erreicht ihr Maximum sogar etwas schneller.
Die TRPM4b-exprimierenden Zellen repolarisieren jedoch anschlielend auf ein Plateau, dafl
signifikant niedriger ist, als in den Wildtyp-Zellen. Das negativere Membranpotential erklart
den stirkeren Ca?T-Einstrom, da der elektrochemische Antrieb fiir Ca?t grofer ist.

Nach Stimulation mit CCh, einem Agonisten des cholinergen M3-Rezeptors, kommt es in
Wildtyp HEK-293-Zellen ebenfalls zu einer Depolarisation der Membran. Diese erfolgt langsa-
mer, ist weniger stark ausgeprégt als die nach Tonomycin und transient. Die CCh-induzierte
Depolarisation ist in den TRPM4b-exprimierenden Zellen weniger stark ausgeprigt als in

den Wildtyp-Zellen, eine initial schnellere Depolarisation wie bei Applikation von Ionomycin
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wurde hingegen nicht beobachtet.
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Abbildung 5.3: Einflul von TRPM4b auf den Ca’t-Einstrom in nicht-erregbaren Zellen

mit unterschiedlichem Ruhemembranpotential Die Freisetzung von Ca?* aus intrazelluliren

Speichern fithrt zur Aktivierung von Speicher-abhiingigen Ca?*-Kanilen in der Plasmamembran (1),
durch den Anstieg der cytoplasmatischen Ca?*-Konzentration wird TRPM4b aktiviert (2). In Zellen
mit negativem Membranpotential fiihrt der Einstrom von Nat durch TRPM4b (3) zu einer Depola-
risation der Membran und damit zur Hemmung des Ca?"-Einstroms (4). In Zellen mit positiverem
Membranpotential verhindert TRPM4b die Depolarisation iiber 0 mV hinaus, ggf. stromt K™ aus der

Zelle (5), somit wird eine Reduktion des Ca?T-Einstroms durch zunehmende Depolarisation verhindert

(6).

Die unterschiedlichen Beobachtungen hinsichtlich des Einflusses von TRPM4b auf das
Ca%t-Signal lassen sich wie folgt erkliren: Launay et al. (2002) haben durch ATP-stimulierte
Ca’T-Signale in TRPM4b-exprimierende HEK-293-Zellen im ’whole-cell’ Patch-clamp-Ex-
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periment untersucht. Dabei war das Membranpotential auf -60 mV geklemmt, 'um den Ca?*-
Einstrom zu verstérken’. Die Stimulation mit 1 mM ATP erfolgte einige Minuten nach Durch-
brechen in den "whole cell-Modus. ATP induzierte transiente Ca?*-Signale, die jeweils mit
einem einwartsgerichteten Strom verbunden waren. Bei einem Membranpotential von -60 mV
148t TRPM4b im wesentlich Na*t in die Zelle und tragt damit zur Depolarisation bei.
HEK-293-Zellen haben jedoch normalerweise ein viel geringeres Membranpotential (je nach
MefBmethode zwischen -15 und -30 mV, Yamada et al. (2001)). Da TRPM4b nicht zwischen
Na™ oder K* differenziert, hat die Expression von TRPM4b in Zellen mit geringem Mem-
branpotential zwei verschiedene Effekte. Stromt nach Depletion intrazellulidrer Speicher Ca?*
iiber die Plasmamembran ein, kommt es zu einer Aktivierung von TRPM4b. Die Offnung
von TRPM4b fiihrt zunéchst zu einer beschleunigten Depolarisation der Membran. Da durch
TRPM4b bei einem Membranpotential iiber 0 V mehr K+ aus der Zelle als Na™ in die Zelle
stromt, verhindert TRPM4b die Depolarisation iiber 0V hinaus und wirkt damit der Re-
duktion des Ca’?t-Einstroms entgegen (s. Abb. 5.3 rechts). Bei Zellen mit geringem Mem-
branpotential, wie z.B. Zellen des Gefdflendothels (Nilius et al., 1997), bei denen in Folge
Rezeptor-vermittelten Ca?t-Einstroms die Membran iiber 0V hinaus depolarisieren wiirde,

kann TRPM4b somit als positiver Regulator des Ca?T-Einstroms wirken.

5.4 TRPM4a und die Ca?>"-Freisetzung aus intrazelluliren

Speichern

Im Rahmen dieser Arbeit wurden vier TRPM4a-exprimierende HEK-293-Klone mit unter-
schiedlicher hoher Expression erzeugt. Die Uberexpression von TRPM4a in HEK-293-Zellen
fiihrte dazu, daf§ der durch Stimulation mit dem P2Y-Agonisten ATP freigesetzte Anteil intra-
zellulirer Ca?*-Speicher zunnahm. Da TRPM4a sich in seinem N-terminalen Bereich, nicht
jedoch im Bereich der Pore von TRPM4b unterscheidet, ist anzunehmen, dal TRPM4a vie-
le der Eigenschaften, wie lonenselektivitat und Spannungsabhéngigkeit mit TRPM4b teilt.
Wenn TRPM4a als funktionaler tetramerer Kanal in der Membran des ER vorliegt, so kénn-
te er in dhnlicher Weise auf die Ca’t-Freisetzung aus dem ER wirken, wie TRPM4b den
Ca?T-Einstrom beeinflufit.

Ca’T-Speicherung im ER und die Dynamik der Ca?*-Freisetzung sind bislang wenig ver-
standene Phinomene. Die schnelle Freisetzung von Ca?*durch IP3- und Ryanodin-Rezeptor
erfordert einen hohen Konzentrationsgradienten zwischen dem Lumen des ER und dem Cyto-
sol. An der Erzeugung bzw. Erhaltung dieses Konzentrationsgradienten sind Ca?*-ATPasen
und Ca?*-bindende Proteine beteiligt. Im Cytosol wird die freie Ca?T-Konzentration durch
Bindung an Proteine mit hoher Affinitéit und die Aktivitit von Ca?t-ATPasen in ER (SER-
CA) und Plasmamembran (PMCA) niedrig gehalten. Durch die vergleichsweise niedrige Af-
finitdt der Ca?*-bindenden Glykoproteine des ER (Calsequestrin und Calreticulin) ist die
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freie Ca?t-Konzentration im Lumen des ER hoher als im Cytosol. Ein permanenter Ca?-
Leckstrom aus dem ER ins Cytoplasma wird durch die Ca?t-ATPase des ER kompensiert.

Neben dem Konzentrationsgradienten spielen auch monovalente Kationen eine wichtige
Rolle bei der Ca?*-Freisetzung. In einer isoosmotischen Sucroselésung ohne monovalente Ka-
tionen setzte Ins-1,4,5-P3 kein Ca?taus ER-Mikrosomen (Muallem et al., 1985) oder dem
ER permeabilisierter Leberzellen (Joseph und Williamson, 1986) frei. Die Ca?*-Freisetzung
lies sich durch verschiedene monovalente Kationen rekonstituieren. Dabei waren K*, Na™,
RbT und Cst etwa gleich effektiv (Shah et al., 1987). Unspezifische KT-Kanal-Blocker wie
TEA und Nonyltriethylammonium blockierten die Ins-1,4,5-P3-vermittelte Ca?t-Freisetzung
aus Rattenhirnmikrosomen. Mit 86RbT wurde gezeigt, daf Ins-1,4,5-P3 zusammen mit der
Freisetzung von Ca?t auch die Aufnahme von monovalenten Kationen in die Speicher sti-
muliert (Shah und Pant, 1988). Lee et al. (1993) zeigten in verschiedenen Tumorzellinien,
daf K*-Kanal-Inhibitoren wie TEA und 4-Aminopyridin die CCh- oder Serum-stimulierte
Ca’T-Freisetzung aus intrazelluliren Speichern inhibierte. Die Ins-1,4,5-P3-vermittelte Ca?*-
Freisetzung aus Membranpréparationen von Thrombozyten konnten O’Rourke et al. (1994)
mit den spezifischeren KT-Kanalblockern Apamin und TPA hemmen; die Inhibition konnte
mit dem K*-Tonophor Valinomycin oder dem K*/H*-Tonophor Nigericin aufgehoben werden.

Zusammengenommen stiitzen die Ergebnisse ein von Muallem et al. (1985) formuliertes
Model, nach dem die elektrogene Freisetzung von Ca’taus dem ER durch den Einstrom von
Gegenionen kompensiert wird. Der Einstrom von Gegenionen verhindert die Verdnderung des
ER-Membranpotentials, die dem fortgesetzten Ca?*-Ausstrom entgegenwirken wiirde.

Marhl et al. (1997) haben ein mathematisches Modell fiir Oszillationen der intrazelluldren
Ca?*-Konzentration formuliert. In diesem Modell ist das ER-Membranpotentials wesentlich
an der Enstehung von Ca®*-Oszillationen beteiligt. Aufgrund ihres Modells sagten Marhl et al.
(1998) ein ER-Potential voraus, dafl zwischen -6 mV und +3 mV oszilliert. Eine experimentelle
Bestimmung des ER-Membranpotentials ist bislang nicht publiziert worden. Auch sind die
Tonenverhaltnisse im ER unklar.

Der Einstrom von monovalenten Kationen ins ER ist nicht nur fiir den Erhalt der Elek-
troneutralitit entscheidend. Die Verdringung von Ca?* aus der Bindung an Ca?*-bindende
Proteine des ER spielt ebenfalls eine entscheidende Rolle. Nach Nguyen et al. (1998) fungieren
die Ca?T-bindenden Glykoproteine des ER als polyanionische Ca?* /K*-Austauscher, die die
Ca?T-Konzentration im ER in Ruhe in einem intermedisiren Bereich von 20 — 35 uM halten.
Freisetzung von Ca?t aus dem ER fithrt dann zur Aktivierung von Ca?t-aktivierten K-
Kanilen in der ER-Membran. Der Anstieg der luminalen K*-Konzentration setzt Ca?* aus
seiner Bindung an Calsequestrin und Calreticulin frei. Die freie luminale Ca?*-Konzentration
steigt auf 100 — 300 M an und der elektrochemischer Antrieb fiir Ca?T nimmt entsprechend
zu. Der Effekt von K+ auf die Ca?T-Affinitéit Ca?*-bindender Protein konnte in wvitro de-
monstriert werden Mitchell et al. (1988). Auf diese Weise konnte die Zelle den auftretenden
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Ca?*-Leckstrom aus dem ER und damit den Energiebedarf fiir die SERCA senken und die
Priizipitation von Ca’t-Phosphaten im ER verhindern, gleichzeitig erklirt das Modell die
Notwendigkeit des Einstroms monovalenter Kationen.

Obwohl also das eigentliche Phinomen, daf8 fiir die Ca?T-Freisetzung aus dem ER der
Einstrom monovalenter Kationen erforderlich ist, seit 20 Jahren bekannt und unumstritten
ist, konnte es bislang nicht eindeutig einem Ionenkanal zugeordnet werden; zu unterschiedlich
sind die experimentellen Daten zur Pharmakologie und Ionenselektivitiat. Dies deutet darauf
hin, dafl (i) mehrere Mechanismen beteiligt oder (ii) in verschiedenen Spezies bzw. Zelltypen

unterschiedliche Kanéle beteiligt sind.
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Abbildung 5.4: Modell der vermehrten Ca®'-Freisetzung in TRPM4a-exprimierenden
Zellen. Zwischen dem Lumen des ER und dem Cytosol besteht ein Ca?T-Konzentationsgradient.
Bei Offnung von IP3R oder Ryanodin-Rezeptor stromt Ca?t ins Cytosol (1) und aktiviert Ca2t-
aktivierte Tonenkanile u.a. TRPM4a in der Umgebung (2). Durch den Einstrom von monovalenten
Tonen wird Ca?* aus seiner Bindung an die luminalen Ca?*-bindenden Proteine des ER verdringt (3).
Die freie luminale Ca?t-Konzentration nimmt zu und der elektrochemische Antrieb fiir Ca?t steigt.
Der Einstrom von monovalenten Ionen verhindert zudem, daf} sich aufgrund des elektrogenen Ca?*-
Ausstroms das ER-Membranpotential in einer Weise verindert, die den fortgesetzten Ca?*-Ausstrom
verhindert (4).

Um zu iiberpriifen, ob TRPM4a an der Freisetzung von Ca?Taus intrazelluliren Speichern
beteiligt ist, wurde die Ca?t-Freisetzung in der vorliegenden Arbeit durch Ins-1,4,5-P3 in ei-
nem zellfreien System permeabilisierter HEK-293-Zellen untersucht. Die Dosis-Wirkungskurve
fir die Ca?*-Freisetzung durch Ins-1,4,5-P3 zeigte keine Unterschiede zwischen TRPM4a-

exprimierenden und Wildtyp-Zellen. Ersatz von K™ im Puffer gegen das fiir viele K*-Kanile
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impermeable CsT™ und Inhibition von Apamin-sensitiven Ca’T-aktivierten KT-Kanilen
(ASK(¢,) mit dem Bienengift Apamin erschwerte die Ca?*-Freisetzung durch Ins-1,4,5-P3
(Verschiebung der Dosis-Wirkungskurve zu héheren Ins-1,4,5-P3-Konzentrationen), wobei die
Effekte teilweise durch TRPM4a (der fiir Cs-Ionen permabel ist) kompensiert wurden. Diese
Ergebnisse liefern erste Hinweise auf die Beteiligung von TRPM4a an der Ca’t-Freisetzung
aus intrazellularen Speichern, jedoch wird die Beurteilung durch die schlechte Kontrollierbar-
keit vieler Parameter in dem Messystem erschwert. Die Beladung der Ca?t-Speicher iiber die
SERCA erfolgt durch Zugabe eines Systems aus ATP, Creatinphosphat und Creatinkinase.
Die relativen Konzentrationen von ATP, ADP und AMP, die freie Mg?*-Konzentration und
die Verfiigharkeit von Calmodulin liegen damit auflerhalb der Kontrolle des Experimentators.
Diese Faktoren beeinflussen die Ca?"-Sensitivitit von TRPM4b (Nilius et al., 2005a) und
sind somit auch mogliche Regulatoren von TRPM4a.

Eine Beteiligung mehrer Systeme ist typisch fiir das sogenannte 'Ca?*-toolkit’ (Berridge
et al., 2000). Viele der an der Ca?*-Signaltransduktion beteiligten Proteine existieren in ver-
schiedenen Isoformen mit unterscheidlichen Eigenschaften. Ein Beispiel dafiir sind die Isofor-
men des IP3-Rezeptors mit ihrer unterschiedlichen Sensitivitit gegeniiber Ca?*. Zum Teil wer-
den auch unterschiedliche Systeme fiir die gleiche Aufgabe eingesetzt, so erfolgt der Transport
von Ca?t aus der Zelle sowohl durch Na®/Ca?*-Austauscher (NCX) als auch iiber Plasma-
membran Ca?T-ATPasen (PMCA). Durch abgestimmte Expression ausgewihlter Komponen-
ten ist die Zelle damit in der Lage, die Signaltransduktion mittels Ca?* ihren Erfordernissen

anzupassen (Berridge et al., 2000).

5.5 Pharmakologische Modulation von TRPM?2

ADPR kann als Folge vieler zellularer Prozesse gebildet werden, so beim Abbau des sekundéren-
Botenstoffs cADPR, im Pyrimidin-Stoffwechsel, durch cytosolische und ekto-Glykohydrolasen,
beim Abbau von PARP und ADP-ribosylierten Proteinen und in Mitochondrien. Seit dem er-
sten Berichten, dafl der Ionenkanal TRPM2 durch die cytoplasmatische ADPR-Konzentration
reguliert wird (Perraud et al., 2001; Sano et al., 2001), wird auch iiber eine mogliche Rolle
von ADPR als sekundérer Botenstoff spekuliert.

Damit ADPR als sekundérer Botenstoff betrachtet werden kann, mufl folgender kausaler
Zusammenhang bestehen: (i) Stimulation der Zelle fithrt zu einer Verédnderung der zelluldren
ADPR-Konzentration, (ii) die resultierende Veranderung der zelluldren ADPR-Konzentration
aktiviert oder inaktiviert TRPM2, und (iii) die Verénderung der TRPM2-Aktivitét ist maf-
geblich an der Initiierung der durch die Stimulation ausgeldsten physiologischen Effekte
(wie Apoptose oder Proliferation) beteiligt. Dariiber hinaus muf} die Inhibition der ADPR-
Konzentrationsinderung zu einer Entkoppelung von Stimulus und physiologischem Effekt

fithren (iv).
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Von Gasser und Guse (2005) ist ein fiir die Bestimmung von zelluldiren ADPR-Konzen-
trationen geeignetes HPLC-System etabliert worden. Damit konnte gezeigt werden, daf§ die
ADPR-Konzentration in Jurkat T-Lymphozyten nach Stimulation mit dem Lektin Concana-
valin A auf das 1.5-fache der Ruhekonzentration ansteigt (personliche Mitteilung A. Gasser).

Zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen Anstieg der ADPR-Konzentration und
Aktivierung von TRPM2 kann der NAD-Glykohydrolase-Inhibitor Cibacron Blue (3GA) ver-
wendet werden. Diese Substanz bindet auch an andere NAD-Bindungsstellen und wurde zur
Affinitétsreinigung von NAD-abhéngigen Oxidoreduktasen eingesetzt. Um auszuschlielen, das
3-GA die Aktivitdt von TRPM2 durch direkte Bindung beeinflufit, wurde im Rahmen dieser
Arbeit untersucht, ob 3GA die direkte Aktivierung von TRPM2 durch ADPR inhibiert. Bei
einer Konzentration von 100 uM - einer Konzentration, die bei extrazelluldrer Applikation
den ADPR-Anstieg in der Zelle vollstdndig inhibierte (personliche Mitteilung A. Gasser) -
zeigte 3GA keinen Einflul auf die Aktivierung von TRPM2 durch ADPR. 3GA ist also ein
geeignetes Pharmakon, um zu untersuchen, ob der Anstieg der ADPR-Konzentration fiir die
Aktivierung von TRPM2 notwendig ist.

Fir TRPM2 standen bislang nur Inhibitoren mit geringer Spezifitat zur Verfiigung. So
konnte gezeigt werden, dafl 50 uM—1 mM Flufenamic acid (FFA) die Aktivierung von TRPM2
inhibiert (Hill et al., 2004), FFA wirkt jedoch auch auf eine Vielzahl andere Ionenkanéle
(Stumpff et al., 2001; Shimamura et al., 2002; Zwart et al., 1995). Kolisek et al. (2005)
haben gezeigt, das der cADPR-Antagonist 8-Br-cADPR die Aktivierung von TRPM2 durch
supraphysiologische Konzentrationen cADPR oder durch Wasserstoffperoxid, nicht jedoch
die Aktivierung durch ADPR inhibiert. 8-Br-cADPR inhibiert auch die cADPR-vermittelte
Ca?*-Freisetzung durch den Ryanodin-Rezeptor (Walseth und Lee, 1993). Ca?" sensitiviert
TRPM2 fiir ADPR. Die duale Wirkung kompliziert die Anwendung von 8-Br-cADPR zur
Analyse einer moglichen Coaktivierung von TRPM2 durch cADPR im zelluldren Kontext.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im Patch-clamp-Experiment die Wirkung der von Tim
Walseth und Mitarbeitern (University of Minnesota, Mineapolis, USA) synthetisierten linea-
ren Verbindung 8-Br-ADPR auf die ADPR-vermittelte Aktivierung von TRPM2 untersucht.
Ein dreifacher UberschuB von 8-Br-ADPR unterdriickte die Aktivierung von TRPM2 durch
ADPR nahezu vollstdndig. Mit diesem kompetitiven TRPM2-Antagonisten wird es in Zu-
kunft moglich sein, die Beteiligung eines moglichen TRPM2-Signalweges an verschiedenen
physiologischen Prozessen zu untersuchen.

Zusammen erlauben 3GA und 8-Br-ADPR eine mogliche ADPR/TRPM2-Signalkette an
verschiedenen Stellen zu unterbrechen und zu untersuchen, ob dies zu einer Entkopplung von
Stimulus und physiologischem Effekt fithrt. Zusammen mit molekulargenetischen Methoden

werden sie wichtiger Bestandteil bei der Analyse des Signalwegs sein.
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Die cytoplasmatische Ca?*-Konzentration moduliert nahezu alle zelluliren Prozesse, von
der Genexpression, iiber Verdnderungen des Cytoskletts bis zur Aktivitdt metabolischer En-
zyme. Sie ist mafigeblich an Vorgingen wie Proliferation, Differenzierung, Zellmotilitat und
der Induktion der Apoptose beteiligt. Die den Verdinderungen der Ca?t-Konzentration zu-
grundeliegenden Prozesse werden untersucht, seit Sidney Ringer 1883 entdeckte, daf isolierte
Rattenherzen Ca?* in der Losung bendtigen um zu kontrahieren (Ubersicht in Carafoli, 2003).
Seit dem sind viele der beteiligten Mechanismen entdeckt und bis in ihre molekularen De-
tails aufgeklirt worden. Andere, wie der oder die am kapazitativen Ca?t-Einstrom beteiligten
Kanale, konnten trotz intensiver Bemiithungen bislang nicht identifiziert werden.

Die Rolle, die die erst seit kurzem bekannten TRPM-Kanile in der Modulation des zel-
luliren Ca’T-Signals spielen, beginnt sich hingegen gerade erst abzuzeichnen. Das Beispiel
TRPM4 verdeutlicht, da auch Ca’t-impermeable Ionenkanile iiber ihre Wirkung auf das
Membranpotential das zellulire Ca?t-Signal entscheidend beeinflussen kénnen. Besonders
interessant wird dabei sein, zu sehen, welche Rolle TRPM4a und TRPM4b mit ihrer unter-
schiedlichen Lokalisation bei der Entstehung komplexer raumlicher und zeitlicher Strukturen
subzellulirer Ca?*-Signale und Ca?*-Oszillationen spielen. Wie diese Muster entstehen und
welche Rolle sie spielen ist noch weitgehend unverstanden (Thomas et al., 1996).

Der ADPR-aktivierte Ionenkanal TRPM2 stellt moglicherweise einen ganz neuen Weg dar,
wie in nicht-erregbaren Zellen unabhingig von kapazitativen Mechanismen Ca?*-Einstrom
hervorgerufen werden kann. Vieles deutet auf eine Beteiligung an der Induktion der Apoptose
(Hara et al., 2002) aber auch an anderen Prozessen, wie der Chemotaxis von Granulozyten
(Heiner et al., 2005). Spezifischen Pharmaka wie 3GA und 8-Br-ADPR werden in Zukunft
dabei helfen, zu untersuchen an welchen physiologischen Prozessen dieser Signalweg beteiligt
ist.

Die potentielle Rolle der TRPM-Kanale in vielen physiologischen Vorgangen und ihre mog-
liche Beteiligung an der Pathogense von Erkrankungen wie Krebs (TRPM1 und TRPMS,
Duncan et al., 1998; Tsavaler et al., 2001) oder Stérungen des Ca?* /Mg?*-Haushalts (TRPM6
und TRPM?7, Schlingmann et al., 2002; Chubanov et al., 2004) hat sie zu vielversprechen-
den Zielen fiir die Entwicklung neuer therapeutischer Pharmaka gemacht (Xie et al., 2004;
Gudermann und Flockerzi, 2005). Ein wichtige Vorraussetzung fiir die Entwicklung solcher
Therapeutika ist jedoch, neben dem Wissen iiber die Funktion der TRPM-Kanile auf mole-
kularer Ebene, das Verstandnis dafiir, wie sie in das komplexe Signaltransduktions-Netzwerk

der Zelle integriert sind und welche Rolle sie damit fiir den ganzen Organismus spielen.




6 Zusammenfassung

TRPM2 und TRPM4 sind Mitglieder der Melastatin-Familie der TRP-Ionenkanéle. Fiir das
humane TRPM4-Gen wurden mehrere alternative Transkripte beschrieben (Xu et al., 2001;
Launay et al., 2002). Beim Produkt des Volldngentranskripts TRPM4b handelt es sich um
einen Ca’T-aktivierten, spannungsabhingigen Ionenkanal, der fiir monovalente Kationen,
nicht jedoch fiir Ca?t permeabel ist (Launay et al., 2002; Nilius et al., 2003). Die Produkte
der anderen Splicevarianten sind hingegen bislang kaum charakterisiert worden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von TRPM4 in der humanen Zellinie
HEK-293 untersucht. Die Analyse mittels RT-PCR zeigte, dal HEK-293-Zellen Transkripte
der Splicevarianten TRPM4a und TRPM4c coexprimieren. Ein Nachweis endogener Protei-
ne im Westernblot gelang jedoch nicht, so dafi HEK-293-Zellen trotz der positiven RT-PCR
als Zellsystem fiir die Uberexpressionsanalyse geeignet sind. Die cDNA fiir TRPM4a wurde
mittels RT-PCR aus HEK-293-Zellen kloniert; ausgehend von der TRPM4a-cDNA wurden
mittels PCR-basierter Methoden Expressionsvektoren fiir TRPM4b und TRPM4c konstruiert.
Anschlielend wurden alle drei Isoformen transient als EGFP-Fusionsproteine exprimiert und
die Lokalisation in der Zelle durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Wahrend
TRPM4b in der Plasmamembran der Zelle lokalisiert war, fanden sich TRPM4a und TRPM4c
iiberwiegend im ER. Zur funktionellen Analyse wurden durch Transfektion und Klonierung
HEK-293-Zellinien mit stabiler Uberexpression von TRPM4b und TRPM4a generiert. In Zel-
linien mit stabiler Uberexpression des Transkripts fiir TRPM4c konnte kein entsprechendes
Protein nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu wurden in den TRPM4b-exprimierenden
Zellen Expression und Lokalisation in der Plasmamembran im Patch-clamp-Experiment durch
Nachweis des fiir TRPM4b charakteristischen Stromes bestatigt.

Der Einflufl von TRPM4b auf das Membranpotential und das Ca?*-Signal wurde mit Hilfe
fluorimetrischer Methoden untersucht. In den HEK-293-Zellen verringerte die Expression von
TRPM4b die mit dem Ca?*-Einstrom nach Stimulation mit dem Ca?*-Ionophor Ionomycin
oder dem ACh-Rezeptor-Agonisten Carbachol einhergehende Depolarisation der Plasmamem-
bran. In der Folge kam es zu einem stirkeren Einstrom von Ca’tals in den Wildtyp-Zellen.
TRPM4b kann daher in Zellen mit weniger negativem Membranpotential (etwa -15 bis -30 mV
in HEK-293-Zellen) als positiver Regulator des Ca?*-Einstroms wirken.

In TRPM4a-exprimierenden Zellen setzt die Stimulation mit dem P2Y-Agonisten ATP
ecinen gréBeren Anteil der intrazelluliren Ca?t-Speicher frei als in den Wildtyp-Zellen. Der

EinfluB von TRPM4a auf die Ca?*-Freisetzung durch Ins-1,4,5-P3 wurde in permeabilisier-
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ten Zellen untersucht. Der Einflul von TRPM4a wurde erst bei Ersatz von Kt durch Cs*
oder nach Inhibition von spezifischen Ca?*-aktivierten K*-Kanilen mit Apamin erkennbar.
Die Ergebnisse deuten darauf hin, da TRPM4a die Ca?*-Freisetzung aus intrazelluliren
Speichern erleichtert, in dem der Aufbau eines héheren ER-Membranpotentials verhindert
wird. Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dafl es sich bei den TRPM4-Splicevarianten
TRPM4a und TRPM4b um Modulatoren des zelluliren Ca?*-Signals handelt. Die Wirkung
auf das Ca?*-Signal ist dabei abhingig von der intrazelluliren Lokalisation des Kanals. Wiih-
rend TRPM4b in der Plasmamembran, abhéngig vom Ruhemembranpotential der Zelle und
der mit dem Ca?*-Einstrom einhergehenden Depolarisation, den Ca?*-Einstrom sowohl ver-
starken als auch reduzieren kann, erleichtert die Expression von TRPM4a in der Membran
des ER die Freisetzung von Ca’*.

TRPM2 ist ein Ca?t- und Nat-permeabler Ionenkanal, der durch Adenosindiphosphori-
bose (ADPR) aktivert werden kann. Eine Rolle von ADPR als sekundérer Botenstoff in der
Aktivierung des Ca?*-Einstroms wird seit einigen Jahren diskutiert. Fiir die Analyse des pu-
tativen Signalwegs standen bisher keine ausreichend spezifischen Pharmaka zur Verfiigung.
In der vorliegenden Arbeit wurde im Patch-clamp-Experiment die endogene Expression von
TRPM2 in Jurkat T-Lymphozyten bestatigt. In diesem System wurde die Wirkung des NAD-
Glykohydrolase-Inhibitors 3GA, sowie von 8-Br-ADPR auf TRPM2 untersucht. Wahrend
3GA in Konzentrationen, die die zellulare Bildung von ADPR inhibieren, keinen Einfluf§ auf
die Aktivierung von TRPM2 hatte, inhibierte 8-Br-ADPR die ADPR-vermittelte Aktivierung
von TRPM2 vollstandig. Zusammenfassend stehen mit 3GA und 8-Br-ADPR erstmals zwei
Pharmaka zur Verfiigung, die die Unterbrechung eines méglichen ADPR/TRPM2-Signalweges
an unterschiedlichen Stellens erlauben. In Zukunft sollen diese Substanzen fiir die Untersu-
chung der Beteiligung dieses Signalweges an physiologischen Vorgéingen eingesetzt werden.

Die potentielle Rolle von TRPM-Kanélen in vielen physiologischen und pathophysiologi-
schen Prozessen macht sie zu vielversprechenden Zielen fiir die Entwicklung neuer therapeu-
tischer Pharmaka. Die Teilprojekte zu TRPM4 und TRPM2 tragen zu unserem Verstédndnis
der Rolle der sehr heterogenen Familie der TRPM-Kanéle an der Modulation des zellularen
Ca’T-Signals bei. Die funktionellen Unterschiede zwischen TRPM4a und TRPM4b machen
deutlich, wie wichtig dabei das Wissen um Expression und Eigenschaften von Splicevarianten
ist. Aufgrund des Fehlens von spezifischen Inhibitoren und Agonisten hat sich unser Wissen
iiber TRPM-Kanile bislang im wesentlichen auf Erkenntnisse aus Uberexpressionsstudien
beschrénkt. Die Verwendung spezifischer Inhibitoren wie 3GA und 8-Br-ADPR wird in Zu-
kunft die Analyse der Rolle von TRPM-Kanélen und der an ihrer Aktivierung beteiligten

Signaltransduktionswege in intakten Zellen und nativen Geweben ermoglichen.
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TRPM2 and TRPM4 are members of the familiy of melastatin related TRP channels. Multi-
ple alternative transcripts have been described for the human TRPM4 gene (Xu et al., 2001;
Launay et al., 2002). The full length transcript TRPM4b is a Ca?* activated, voltage depen-
dent nonselective cation channel not permeabel to Ca?* (Launay et al., 2002; Nilius et al.,
2003). Little is known of the other splice variants.

In the present work the expression of TRPM4 splice variants in the human cell line HEK-293
was analysed. Coexpression of TRPM4a and TRPM4c¢ was shown using RT-PCR. Endogenous
proteins could not been detected by Western blot demonstrating the suitability of the HEK
cell system for overexpression analysis, despite positiv results in RT-PCR. for TRPM mRNA
were obtained. The cDNA of TRPM4a was cloned from HEK-293 cells by RT-PCR. Starting
from the TRPM4a ¢cDNA, expression vectors for TRPM4b and TRPM4c were constructed
using cloning techniques based on PCR. All three isoforms were expressed as EGFP fusion
proteins and the intracellular localisation was determined by confocal fluorescence microscopy.
While TRPM4b was localised in the plasmamembrane of the cell, TRPM4a and TRPM4c were
found mainly in the ER. For the functional analysis stable cell lines expressing TRPM4a and
TRPM4b were established by transfection and cloning by limiting dilution. In cell lines stably
expressing the transcript for TRPM4c no respective protein could be detected. In contrast in
cell lines stably expressing TRPM4b expression and localisation could be confirmed by patch
clamp experiments.

The impact of TRPM4b on membrane potential and Ca?* signaling was investigated using
fluorimetric techniques. In HEK-293 cells the expression of TRPM4b reduced the depolari-
sation of the plasma membrane in conjuction with Ca?tentry induced either by the Ca?*
ionophore ionomycin or by stimulation of the ACh receptor with carbachol. This resulted in
a larger Ca?tentry as compared to the wild-type cells, indicating that in cells with a less
negative membrane potential (about -15 to -30 mV for HEK-293 cells) TRPM4b can act as a
positive regulator of Ca?*t entry.

In cells expressing TRPM4a stimulation with ATP, an agonist of the purinergic P2Y recep-
tor, released a greater portion from the intracellular Ca?* pool as compared to wild-type cells.
Ca’T release by Ins-1,4,5-P3 was investigated in permeabilised cells. The impact of TRPM4a
was only detectable if KT was exchanged for Cs* or specific Ca?* acitivated potassium chan-
nels were blocked by apamin. These results indicated that TRPM4a contributed to Ca®*t

release form intracellular stores by preventing a rise in ER membran potential. In conclusion




Abstract 83

it was demonstrated that the TRPM4 splice variants TRPM4a and TRPM4b are modulators
of cellular Ca®* signaling. The impact on Ca?T signaling depends on the intracellular locali-
sation of the ion channel. TRPM4b in the plasma membrane does either increase or decrease
Ca’T entry depending on the resting membrane potential of the cell, whereas TRPM4a, in the
ER facilitates Ca’* release from intracellular stores.

TRPM2 is an ion channel permeabel to Ca?t and Nat that can be activated by adenosine
diphosphoribose (ADPR). A potential role of ADPR as a second messenger mediating Ca?*
entry into cells has been discussed for some years. Specific pharmacological tools for the
dissection of the pathway were not available until now. In the present work the functional
expression of TRPM2 in Jurkat T lymphocytes was confirmed by patch clamp analysis. Using
this system a potential action of 8-Br-ADPR and the NAD glykohydrolase inhibitor 3GA on
TRPM2 activation was investigated. Concentrations of 3GA that completely blocked cellular
synthesis of ADPR did not effect the activation of TRPM2, whereas 8-Br-ADPR, almost
completely inhibited the activation of TRPM2 by ADPR. Thus, with 3GA and 8-Br-ADPR
represent the first specific pharmacological tools that allow interference at different stages of
a potential ADPR/TPRM2 signal transduction pathway. In the future these substances will
be used to investigate the potential role of this signal transduction pathway in physiological
processes.

The potential role of TRPM channels in many physiological and pathophysiological proces-
ses makes them promissing targets for future drug development. The projects on TRPM4 and
TRPM2 increased our knowledge about the role of the very heterogenous family of TRPM
channels in the modulation of Ca?* signaling. The functional differences between TRPM4a
and TRPM4b indicate the importance of the understanding of expression and function of
splice variants. Because of the lack of specific pharmacological tools our knowlege on TRPM
channels was mostly limited to overexpression studies. New specific pharmacological tools like
3GA and 8-Br-ADPR open up the possibility to investigate the role of TRPM channels and

the signal transduction pathways involved in their activation in intact cells and native tissues.
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